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D R O G A S  A N T I V I R A L E S  
GENBRALIDADES 
Se conocen doe fornue de combatir y controlar la8 snfermedados de 
etiologfa vira1,urm es medianto el uao do vacunrs y la otra a travQs 
del empleo de drogas antiviralos, 
La expariancia con vacunaa,que ao remonta a la Qpoca do Jennor crea- 
dor do la vaouna antivariblica,demuertr. que es posible combatir efi- 
cazmente al8unas anformadadmr como por ojomplo poliomielitis en la cual 
reduce notablemente su incidencia o bien logrando au erradicaoidn,como 
ss el caao reciente de la viruala. 
A pe8ar de estoe logros.8e conocon virus qua por su alta incidoncia 
mutagbnica,cono 1nfluenza.o por ser 808pe~h0806 o e8tar involucradoa 
en la produccidn do enformedadas crdnicra no er pouible obtener vacunae 
adacuadaa.Por otro Lado,las wcunau carecen de valor terapo6tico por lo 
quo el derarrollo de una quinioterapfa especffica antiviral deberfa 
aer de primordial importancia, 
Se sabo do1 /xito dm lo8 mtibibtico~ en la lucha contra la8 enferme- 
dadea bacteriana8,sin embargo a peaar de Ire osntmnares de inveatigacio- 
nes realieadaa hasta el preuente adlo re han logrado unoe pooor antivi- 
rales eficacea. 
El asoauo dxito de las drogas antiviralee ae debe esencialnente a 
2,- 
tree factorearel principal es la depsndencia de lo8 virue con 10s pro- 
ceaoa metabdlicos de la cilula hudsped, Be modo que la m9yorf.a de 10s 
quimiotrdpicoa en concentracionea virucidas,e8 decir cuando bloquean 
una etapa de la replicaci6n viral producirdn inevitablemente la muerte 
de las cdlulaa parasitadas y de lae otras qua no lo estdn,El segundo 
factor estd relacionado con el desenoadenamiento de la enfermedad ya 
que cuando se reconocen 1as enfermedades virales por sue sfntomas y en 
el mejor de 10s casos par diagndstico Be laboratorio,el virus ya se ha 
distribufdo a todo el organiemo.Por Gltimo la aparicidn de mutants6 
como ocurre normalmente con la8 bacteria8,aunque en este caso no tan 
fracuente,aalvo para algunoa virus como ssr polio. 
PROPIEDADES 
Para quo unr droga sea considerada antiviral debe presentar la8 si- 
guisntes caracterfsticas r 
.-Poseer un buen fndice quimioterdpico(1Q),s1 cual se define como la 
relacidn entre la rnfnim concentracidn virucida y la mdxima no tdxica 
,-Ser no-polar para facilitar el transporte a travds de las menbranas 
biolbgicas. 
.-Soluble oomplstamente a pH fieidlogico o a un pH cercano a 41. 
.-Estable qufmicamente en aoluoidn. 
.-Establa metabdlicaments en el orepni6mo. 
. -De fdcil preparacidn,rentable y econdmico. 
Adede de satisfacer todoa eat08 requisites el cornpussto no debe 8ert 
,.-Incorporado a1 ADN de laa cdlulas no infectadas. 
,,-Un agente inmunosupresor. 
..-Un agente activador de l a  repl icacidn vira l .  
. . -~eratogdnfco.  
. . -~arc inogin ico  o mutag6nico. 
CRITERIOS DE SELECCION 
La repl icacidn v i r a l  coptprende upa a e r i e  de etapas comunes a todos 
10s v i rus  quo conducen a la fornracidn de nuevos virus.Este proceso se 
puede d l v i d i r  en adsorc ibn ,penetr~o i~c l ipse (du1:ante  e l  cual t i e n s  
lu-r l a  s fn t ea i8  del dcido nucl6iao ,de la8 prqtefnas,  e n z i m s  y todos 
l o8  conati tuyenter  be1 vfrur) , lue&o proaigua la gaduracidn y e l  enram- 
ble do la8 di fe ren tes  es t ruc turas  para f i n a l i z a r  en l a  liberacidn de 
virionea a1 ex t race lu la r ,  
Un a n t i v i r a l  i dea l  serfi cucllquier droga capaz de bloquear especf- 
fiormante uno de es tos  sa tadfos  s i n  a f eo t a r  l a  maquinarria ce lular .  
La soloccibn 16gica do un a n t i v i r a l  re r e a l i c a  entoncea tenisndo en 
cuenta e l  e fea ta  d e l  airmo eobre ma etapa v i t a l  dm1 c i c l o  de mult ipl i-  
caoidn v i r a l ,  
ETAPAS-DEL CICLO Dl3 MULTIPLICACIO?J VI3AL 
ADSORCION 
SINTESIS 
PENETRACION 
LIBERACION 
ENSAYO DE ANTIVIRALES 
El enaayo de una droga como antiviral comprende tree procesos de ex- 
perimentaci6n diferentee.El prinero de ellos a8 la evaluacidn de la ac- 
tividad antiviral en cultivoe celulares (in-vitro),determinando la8 con 
diciones de de adxima inhibici6n que dependerbn del eistem virus-cdlu- 
la utilicado.Finalisado el ertudio in-vitro.01 compuesto se prueba en 
diveraos animnles de laboratorio (in-vivo).Para cada hudsped se deter- 
mina el fndice quimioterdpioo y Ire condiciones del tratamiento d s  a- 
decuado.Los pardmetros a ertablecer son las dosie afectivaa no tbxicas, 
el tiempo y la vfr de administraoidn. 
Una droga se la utilizard coao quimioterdpico en el tratamiento de 
la8 snfermedaderr humanas de origen viral deepuer de demortrar au efi- 
crcia en voluntarios, 
Numerosoa ~ompusstoa poaeen un adacwdo fndice quimioterdpico in-vi- 
tro pero frrcrran a1 utilirarlos in-vivo.Muchas veces la causa 8s una 
excesivdl toxicidad por la cual no 8610 no protege a lo8 animales aino 
que acelera a1  procero infeccioso,En muy poco8 casos aunque 01 onaayo 
en animalea d6 negativo la drogcr puede reaultar a d f w  en el humano. 
ANTIVIRALBS EN US0 
De laa aientos do drogae ensayadae adlo unas pocas son de aplicacibn 
efectiva en la terapedtioa de laa enfermedadea hmanor@.Los adlogos de 
la timidina tales coao la 5-iododeoxiuridina o el arabinbsido 80 cito- 
8ina que inhiben la efnteais de ADN viro1,sdlo se usan con dxito an a1 
tratamiento localizado del herpem oculrr,ya qua estos tipos de compues- 
tos rerultarfan awnamante t6xicos si as 10s utili~ara en el tratamien- 
to de unr onfermedad genawalicoda.0tros conpu~rtom de aplicacidn en 10s 
sere8 hwuno; aon la auntadina. la rimantadina, 10s tiosemlcarbazona8 ; 
10s bencinidazolas, 
1 La amntadina(adamantamirm-C1H) ea un compuesto.~ampliamente probado 
en la prsvencidn ds la8 en? ermedader de origen vf rieo, ~ s t e  compuesto 
present6 una aignifiartivst actividad antiviral frrnte a la infeccidn 
con virus Influanar tipo A(l),Parainfluen%a tipo l(Sendai)(2),Seudorra- 
bia(2),Ruboola(3),Flow plague(4),Sarcoqta de Rous y de Erok(S),LCU(b), 
ctulzIn(7) (-a),Tacaribe.PiohindC y Tamiani(9). 
El mecaniamo de inhibicidn.de acurrdo a1 trrrbrrjo de Kato y col,(b), 
lo ejerce a nivel do decapsidacidn pero no en la etapa de penstracidn 
como habfa aido poetulado para el virus Znfluanza p10). 
Los ostudios clfnic08 rcarlizados con alnantadina indican quo e8 efec- 
tiva contra el virus Influenza o e p  Hong Kong ~ ~ ( 1 1 ) ( 1 2 )  8tn embargo 
8s dabe daaificar cuidadosamente ya quo s i  se exoede en el tratamiento 
8e producen disturbios en el sistema nervioao central. 
Se 8intoti~aron divoraos derivados de la amantadina a fin de lograr 
alguno de mayor efectividad,Entre ell08 la rimantadina (alfa-metil-1- 
adamantanoamina) result6 d s  actlva in-vitro (13) a in-vim( 14) que la 
amantadina.La axperimentacidn en 8erer humolnos se realied durante brotes 
epiddmicos de Influenaa,~ en grupoa do voluntarioa en 10s cuales as in- 
dujo la rnfarmedad,En ambos oaaoa la rimantadim redujo la intansidad 
y la duracidn de la enfsrmadad(14). 
Un conpussto derivado de 10s tioseaicarbazonas3,1a metil-isatinbeta 
tiosenicorbarona4 inhibe la replicacidn de algunoa virus Pox(lS), Sar- 
coma de Rous(l6) ,LCM,Parad y ~ichindb(17) (18) .La inhibicidn la e jerce 
impidiendo la traduccidn de lo8 ARN mensajeroe tardfos,como consecuen- 
cia de eate efecto,en presencia de la droga as forman partfculas defec- 
tiva8,El compueato airve para prevenir la viruela,se la administra jun- 
to con la vacuna en aquellos casoe de infecoi6n en 10s que no as puedt 
eaperar a la formaclbn de anticuerpoa especfficos. 
El 2-hidroxi-bencil-bencinida~ol(~~~)~ ea uno de 10s derivador Dd. 
potentes del benclrnidazol que ha aido rintstieado(19) aunque el eapec- 
tro de accibn no as muy amplio ya que inhibe aolamonte a algunos miem- 
bras del grupo Picorna(20) y a1 virua LCM(21).El efecto antiviral lo 
ejerce a travds del bloqueo ds la sfnteria del ARN viral impidiendo 
11 f o m c i b n  do la polimerasa viral, 
6 El bis-bencimidaeol d e r i ~ d o  tambidn del benoimidazol reprime con 
mayor eficacia,i000 veces mds activonla replicacidn del virue polio 
in-vltro cornparado con el HBB(22),rctuando adeds sobre todo el grupo 
Pi~orna~especialmente 10s rhinovirus(23). 
El bis-bencimidazol ha uido ensayado in-viva en diatintos sistemasz 
en chimpancda previno la infeccidn con rhinovirus(24) y en ratonss a- 
dultoa infectados con LCM prolong6 la vida de 10s mie1nos(25), 
DHOGAS NO ESTRIC'PAMENTE ANTIVIHALES 
~demda de 10s compueetos menclonados has- aquf exiaten o t r o s  com- 
puestos  de e f e c t o  v i ruc ida  in-vitro aunque no ae  conocen datoa de ex- 
perimentacidn en animalea,Dichos oompuestoa no puadan ser considerados 
como drogas s i n o  como ant imetabol i tos .S in  embargo poseen un inca lcu lab le  
va lor ,ya  que permiten conocer e l  mecanismo de r e p l i c a c i d n  vi ra l  y even- 
tualrnsnte formar p a r t e  de moliculas  d s  complejas que permitan su uso 
como a n t l v i r a 1 , E n t r e  e s t o s  coapuestos l o r  d s  importantes para e s t e  es- 
7 8 t ud io  aon la  2-deoxi-D-glucosa y l a  glucosamina . 
S i  bien l o 8  primeros experimantoe r e a l i z a d o s  con l a  2-dsoxi-D-glu- 
cosa fueron presentados en 1959(26) h a s t a  hace c inco  afios no se demos- 
t r b  l a  importante a c t l v t d a d  a n t i v i r a l  de 10s a d l o g o s  de la  glucosa. 
Los primeros hal laegoa fueron r e a l i e a d o s  por Kaluea y col .  (27) qua 
t rabajando con e l  v i rua  Inf luenza demo8traron la inhibicidn de la  sfnte- 
s i a  d s  1aa  g l iooprotefnas  v i r a l e s  en presencia  de glucosamina o 2-dsoxi- 
D-glucosa. 
La glucoaamina agota  e lpool  de UTP de l a  c d l u l a  hubsped(28)(29) de 
acuerdo a1 s i g u i e n t e  esquemat 
glucosaaina glucosanrina-6-fosfato 
e l  UDP-N-acetilglucoaarnina sa acumula en las cd lu las .  
La ~ l u c o s a  oompite oon la ent rada  y metabolismo d e l  aminoazdcar de- 
9. - 
bido a que la glucosamina es tranaportada y fosfoeilada por el mismo 
sistema.Por esta rasdn,si el medio contiene glucosa,como fuente de ener- 
gfa se requerird mayor concentracibn de glucosamina para obtener un e- 
fecto eepecffiao. 
Se ha demostrado qua la glucosamina y la  2-deoxi-D-glucosa interfie- 
ren en la replicrcidn de virus ARN con snvoltura pertenecientes a la 
mayorfa de 10s grupos taxonbrniaos conocidos(27) ( 3 0 - 3 5 )  Aientraa que 
otroe virua como VSVoNDV(Estomattitis Vesicular o Enfermedad de Newcastle: 
(27)  que tambidn contisnsn glicoprotefnas en su envoltura aon poco sen- 
siblas,en las miamas condiciones, 
La accidn inhibidora de ambas drogas 8obre la multiplieacidn de lo8 
virus con envoltura menoionadoa anterformente es completamente rever- 
sible e l  se retira la droga an oualquier momento del ciclo vira1,Este 
hecho implica adeds qua 10s oompuestoe no ejercen un efecto letal so- 
bre la cdlula hu/sped, 
Los numerosos trabajos realizados han permitido establecer qua la 
glucosamina a c t b  sobre la replicaaibn viral a travds de dos mecanismos 
diferentes, dependiendo ell08 de la composicidn d e l  medio. 
Si el medio oontiene glucosa la glucosamina interfiere con la  correc- 
ta  glicosilacidn de las protefnaa de la envoltura viral(27) (35) (36) lo 
qua probablemente se deba a la acumulaaibn de UDP-N-acstilglucoaamina. 
Si el medio contiene fruotosa o piruvato como fuente be energfa la 
glucoaamina agota el pool de UTP celular impidiendo aaf la 8Entes-i~ viral 
El mecaniamo da la 2-deoxi-D-gluoosa difiere algo da la anterior 
aunque tambiin su efecto lo ejerce a travds de 1aa glicoprotainas de la 
10. - 
snvoltura.Se ha dernostrado que la 2-deoxi-D-glucosa reemplaza a 10s 
grupos manosa impidiendo l a  elongacidn y ramificacidn de l a s  cadenas 
p e p t r d i c a s .  
La glicosilacidn incorrecta afecta en distinto grado a 10s difercn- 
tes virus.Asf en at caso de Influenza,Toga o virus do Sarcoma no hay 
prdcticaaente formaci6n de partfculas ffsicas o infecciosas,Algo simi- 
lar ocurre con el virus Herpes,aunque en presencla del inhibidor se in- 
corporan 10s palipdptidos ma1 glicoailados y 1as partfculas resultantes 
carecen ds infectividad,El virus VSV por el contrario no sdlo incorpo- 
ra las qlicoprotefms defectuosas sino que a d e d s  esas partfculas man- 
tlencn su infectividad. 
FORMULAS 
3) Isatin beta-tioaemicarbazona 
2) Rimantadina 
4)N-rnetilisatin bota-tiosami- 
carbazona 
a,no nodificaron la rintomatologfa aaraoterlrtica do la FHA en. el 00- 
( 37) 
Alguno8 afios d o  k r d e  la anantadina se enmy& con /xito irente a 
DROGAS ANTIVIRALBS ENSAYADAS.EN ARENA- 
En 1969,Coto y 001, (?) (8) anoontrrron qua la anaantadina impadfa la 
repliaaeidm del virus Junfn en adlulas Vero,Los mismor autorar obaerva- 
ran quo la amrntadina no protegfa a lor a 10s eob8yos infectados eon la 
cepa patbganr XJ y tratados oralmanta can dirtintrr doeis de droga(7). 
La aeei6n aobre 10s aobayoa fue drdrtica ya quo ' a  amntadina potancid 
el curro d@ la enfermedad,Lor eobayor tratados con 20nag diarioa murie- 
ron antes quo 01 grupo aontrol miantrar qus dosir aenere8,lO mg por df- 
a,no nodificaron la rintomatolegfa aaraaterfstiea de la FHA en el eo- 
Myo(3?)* 
Algunos aflo8 d s  tarde la amntadina se enaayb con /xito frente a 
10s virus ~ C ~ , ~ a o a r i b e  ,Parad y ~ichindJ(6) (9) in-oitro .Lor 8istemors ceq 
lularea empleados fueron la8 BHK(cepa cslular de rifidn de hameter bob&) 
y las L (lfnaa continua da fibroblrrtos de ratbn).El mscrnismo propues- 
to,por estos autore8,fue quo 18 amantadina actuaba a nivel de penetra- 
ci6n y no durante la adsoroi6n,sneontrando tambidn una aooi6n inhibi- 
dora aobre la liberacidn da 10s viriones. 
La amantadina 8e eneayb en enfermoa de FHA(38),en 108 cuales produ- 
jo alguna me jorfa, disminucibn dal estado febril ,per0 su uso no pro8per6 
debido a aua efectoa anfetamfnieos colaterales. 
El bia-bencimidasol afeta la raplieacibn de algunos miambros del grupo 
Arenavirus: LCM,~aranr[ y Pichind& en o6lulas oultivadaa in-vitro(39).Lor 
~rtudior re hioieron eqtenlrivos a ratones adultos infastados con virue 
I,QM.El trataaiento con 0,s  mg de droga por dfa ratraad el dfa proraedio 
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d e  muerte (25) ,aunque 10s animalas murieron con una sintonatologfa 
caracterfatica.~e poatuld quo el compucsto no actuaria en forma direc- 
ta corno antiviral sino indirectamente mcdiante su accidn como inmuno- 
supresor( 25). 
hoe derivados de la tiosemicarbazona re1 isaSin beta-tiosemicarba- 
zona y el N-metil ishain beta-tiosemicarbazona tambidn bloquean la re- 
plicacidn de lo8 virus ~CM,Parand y pichind6 en cblulaa HeLa( lfnea 
continua de carcinoma humano) o en cdlulas ~(17)(18).Sirnultbneamentc 
ae encontrd quo ciertos cationes biwlentes aumentaban considerable- 
rnente la actividad antiviral de la N-metil iaatin beta-tioaemicarbslzo- 
+2 
na(l?) .El catidn d s  efectivo fue el ibn cdprico(Cu ) cuya accidn an- 
tiviral so debid a una inhibicidn por contact0 direct0 de la infecti- 
vf dad. 
La administracibn combinadta d e l  N-metil isatin beta-tiosemicarbazo- 
na con ions8 cdpricos no produjo una rsspuesta bien definida ya que an 
alqunos experimentos lo8 ratones adultoa infectados con virus LCM y 
tratados oralmente con la nescla, se recuperaron de la infeccidn mien- 
tras que en otros casos 10s ratones murieron con la sintomatologfa 
tfpica(40). 
L. Fiebre ~eaordg icr  Argentin8 (FHA) es uns e n f s m d . d  md@w-e;?i- 
d b i c a  gue cau8a un a l t o  g n d o  de m o r ~ l i d a d  entre  10s poblador.8 de 
una vasta sons agrfcola &anadera de nuestro 
Lo. primer08 enfermon de PHA s e  denunciaron a prt ir  de 1943,sin 
embarga recidn an 1955 r e  la reconoce como una nueva enfemedad de pro- 
bable s t iologfa  viral.Ea en ese aRo,cuando a b e d 8  89 dercribieron 
manife~tacionos a l fnicas ,  10s sfntomas y ru  evolucidn. 
E l  agent. et ioldgico de la  FHA.el virru ~unfn.fua ais lado 8iu&ultd- 
nsamente en 1958 por doe grupoa de trabnjo independientes(41)*2) a 
partir de eangre de enfemaos da un houpital de la  eona afectada. 
La FHA s e  carac ter i ta  por producir en e l  hombre una enformedad de 
variada intenaidad cawando dis turbios  ronales,hearritoldgicos y cardio- 
-8culares.El perfodo de incubacibn o r c i l r  ontrr  8 y 12  dfa8,luego 
do unrr etapa aguda f e b r i l  dr  8 8 10 bfas be duracidn sucede ma con- 
vrlescencia prolongabo eon p/rdida de l  cabel10,pero por l o  comb r i n  
secuslru permonentes.Lor casor m v 8 6  gramentan ~ n i f e r t a c i o n e r  neu- 
roldeicaa y/a hemorrdgicaa t a l ee  como convulrioner , hrmerrag<a profu- 
~ a ~ . c o ~ , s h o c k  o una coabinaaibn de dichoa sieploe que resu l ta  en la  
rnuerte del p c i e n t e  Uentro de la8 48 a 72 hr.El porcentaje de morta- 
l idad varfa entre un 10 a un 20 96(43). 
En un comisnco l a  FHA oetuvo localicada en un drsa geogrdiioa re- 
ducida(16.000 ~ m ~ )  de la provincia d. Buenos Aires y afectaba caai  
e*cluaivaments a l o r  trabajadores ru r r l ee  en espeoial a aquellou de- 
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dicados a la coaecha de csreales tale8 como giraeo1,trigo y mafz,Por 
esa ratbn,la enfarmedad se conoce tambidn con el nombro de Ma1 de 10s 
Raatrojos.A travds de 10s aRos esa zona s t  ha ido  extendiendo hacia 
el norte y el oeste en ciantos de kilbmetros(i00.000 ~n") afectnndo a 
barca 1 a ~  provincias ds Buenoe ~ires,~drdoba y sur do Santa ~ b .  
El virus Junfn persists en la naturaleza asociado a 10s roedores 
ailveetrea que viven en la zona enddmica.Las eepecies mds numerosas 
que habitan eaos campos son Calomys musculinurs y Akodon azarae.Diver- 
sos trabajos han demostrado que animals8 pertenecientes a esas espe- 
cies se encuentran persistentemente infectados con el virus ~unfn(b4). 
Estudios d s  rsciente8,de microscopfa electrbnica,han demostrado que 
el virus multf plf ca en gldndulas aalivales(4~)Loe animales eliminan 
virua par orina y por saliva. 
E l  tratamiento d a  empleado de la enfsrmedad es la administracidn 
de suero de convalesciente.Dur8nte algunos aaos se ensay6 una vacuna 
a virus vivo(46) per0 actualmente no estd  en usomsin embargo indepen- 
dientemente de la obtencidn de una vacuna efectiva,ss necesario encon- 
trar una droga que permita contrarrestar 10s efectos de la m u l t i p l i -  
cacidn viral en el organismo.El tratamiento con droes antiviral06 
e e r h  d s  ventajoso considerando que la FHA se caracteriza por pre- 
sentar una prolongada viremia y que a d e d a  ss cusnta con un b u m  diaq- 
nb~tico precoe.Esta terapfa ayudarfa a disminuir La duracidn y la in;. 
tensidad de la FHA. 
El o b j e t i m  do 08ta inteatigpcidn tue moontmr w dmg que inhi- 
b i o n  en forma eieeti*. la  multiplicacidn del v i r w  3 d n  y determinar 
s u  wcaniamo:. de acci6n para l u e w  u t i l i w r l a  como quia io tedpico  en 
e l  tratamisnto de snfermoa ds  HLb.Con tal f i n  ue r r tudib  campratiro- 
monte e l  efecto de la a~ntodin~,rimantadinr,2-d.oxi-D-~~00bsi~~~00- 
samina y tm derivado soluble 4.1 bis-bencimid.rol(B1) sobre l a  repl i -  
aacidn del  v i rus  en cult ivoa de c4lulaa ~ e r o , ~ a a b i / n  me realisaron ex- 
perimentos in-vivo uti l isando ratones j6venese 
Lrr eleccibn de es tor  compuestoe no fue arbitraria aino qua ppra eu 
mleaoi6n r e  tuvieron en euenta aquellas drams que actuaban sobra virus 
do compaioibn o es t ructurr  a d l o @  aunquo no ertuvieran r~ lac ionador  
sero ldgicanente ,~  bien s e  enesryaron drama acturntea sobre otroe Are- 
navirus, 
Como r e  indicd anteriormonte la amntadina ya habh sido ensayadr 
eon e l  v i r w  ~ w f n ( 7 ) ( 8 )  , s in  embargo ee l a  incrluyd pam usarla coao 
refermncia en e l  estudio de s u  derivado la rilsantadina. 
Lor dorivadss de la  gluaoua,la 2-deoxi-I)-glucoda y l a  glwouamina 
act\ian inhibisndo la  multiplioaoi#n do virue ARN con envoltura perte- 
necientes a todos lo8 grupos kxonbmioos conooidos oon excepeidn de l o r  
Arenavirus qus no habfan aido estudfadoe,Como l a e  propiedades do1 vi- 
rus  Junfn concuerdan con seas oaraaterfstiaaetpoaeer un genoma ooneti- 
* d d o  Por ARN(47) y una envoltura l ipoproteica,se probd la acci6n de 
amboa oompueatos sobre l a  replicocidn v i ra l ,  
E l  B I  st e l i s i d  por su actividad antiviral  sobre el virus LCN y o- 
tros inteqrantea de la familia Aronaviridae a la quo pertenece el vi -  
rus I ~ u n i n ( 4 9 ) .  
En cosideracidn a 10s resultados obtenidos en lo8 primeros ensayos st? 
solecciond la  droga de major fndice quimioterdpico (ZQ) para dilucidar 
su mecanismo de accidn in-vitro, Como no existfan datos biblioqrdf icos  
para otros Arsnavirua las investigaciones se extendieron a 30s virus 
~ichindd y Tacaribe. 
Cdlulaa Vero: E l  cult fvo celular empleado en l a  mayor parta de 10s 
experirnantos fuo la lfnea continua de riAdn de monovmde africano,Cer- 
copithecus acthiops ,denornj.nada Vero. La8 cdlulas  fucron cracidas an ne - 
dLo de Hank's (solucLbn salina ta.~ponada),suplementado can 10% de 80- 
lucibn dc  hidralizado de lactalbdmina a1 y%,con 6$ de suaro de tarnc- 
ro inactivado y 50 ug/!n1 de gentarni.cina(HLS) .La lfnea sa mantuvo modinn- 
te uno o dos ropiquos semanales en dicho medio y se l a s  utt~izd entra 
10s pasajes 250 a 320,El medio da mantenirniento u t i l i zado  fue,en alqu- 
nos casos,el  mi~mo de crecirniento(Hf,S) ,mientrss qua en otros axperi- 
nentos ss us6 e l  medio de Eagle conteniendo 3% de suero de ternero f -  
nactivado y antibibticas. 
Cblulas HK13r La l fnea continua RK13 dc rifidn de conajo fua creci- 
da en medio 199 suplementado con 1% de suero da tesnero inactivado y 
la miemn cancentracibn de gentarnicina que el madio HLS.Estas cdlufaq et! 
*antuvicron en el laboratorio por repfques senonales dt la mlamn for- 
na que las cGlulas Vcro. 
V I R U S  
-
* 
J U N T N I  Ss u t t l i z b  la c a p  atenuada denaminada XSCL3(50) , l a  protot i -  
-
po X~(61) y l a  c e p  Wonas Cazbn(Sl),mantenidas todaa a l l a s  por pasajes 
sucesivo% en cerebro de ratbn lactante.Los ti'tuloa de lo8 stock8 d e  lag 
8 7 d i s t i n t a s  c c p s  fucron dn 9x10 I 1x10 t l x l ~ ~  UPP, /~I  rsspeatimmente. 
l q *  - 
TACARIBEtSe trahsrjb con cepa T3LV 11573 crecida en ccrcbro de rar 6- 
1antante.El t f t u l a  dcl stack Pus da 6 x 1 0 ~  UPP/D~. 
PICHINDEa Sa ernpled la cepa An-3839 mantenida por pasajes aucasivos 
7 en cercbro de ratbn Iactante,l31 tftulo d e l  stock fua de 2x10 ~ ~ ~ j ' r n l ,  
PREPARACIOV Dl3 STOCKS DE LDS VIRUS JUNIN,TACARIBE Y PICHTNDE 
Zos %tacks de 10s distintos virus st prepararon en cerebro de rat& 
lactante para lo cual ratonea albinos suizoa se inocularon intracere- 
Cazbn),o do virus Tacaribe o de virue ~ichind&.~os animalcs se sacri- 
ficaron a1 sdptimo df2 dospuds de la inoc~1aci6n,~o~echdndose 10s ccre- 
bro8.Luego se preparb un homogeneizado a1 10% de cesebro de ratbn en 
so luc idn de buffer fosfato suplementado con 1096 de suero de ternaro i- 
nactfvado y antibibticos.El homoqeinizado sa centrifugd a 12,500 g du- 
raqte 1 hora utflizdndose el sobrenadante como fuentc de virus(47).Los 
stocks se fracciorraron y se conservaron a -7OC.La infectividad de ca- 
da uno de ellos se determind por la tdcnica da formacidn de placas ba- 
j o  aqar. 
COVPUES'PGS QUIMICOS 
Los compuestoa quimicos utilizados fueront 
-Sal soluble del (S,S)-1,2-bis(~-~etoxi-2-bencim~dazolil-1,2-etandiol~ 
que se denomin6 BI,fue obtonido da Abott ~,aboratories,cddiqo cotnarcial 
A3753 
-2-deoxi-D-c51ucosa,fue adquirida can Si- Chenical Covnpany 
- c~lucosanina-C1.H. fue adquirida con fines comparatives en distintoa 
laboratoriost K&K ~aboratories,Plainview,NY :Sigma Chemical Company 
y Pfanstich Laboratories,Alenania. 
-amantadina-ClH,Virasal, fue obtenida de 10s Laboratorios Phoenix. 
~rinantadina-ClH,fue adquirida en J3.I. Du Pont de Neaours & Co(INC), 
La soluci6n de BX se prepard eatbrilmente en rnedio de Saglo suple- 
mentado con 3% de suero da ternaro inactivado y antibidticos,diez vs- 
ces d s  concentrada antes de ser uaada.Las soluciones de 2-deoxi-D- 
qlucoaa y glucosanina se prepararon Q,1  M an agua dcstilada y se es- 
terilizaron por filtracidn a travds do membranas Millipore.Estas so- 
lucionea se guardaron a bVd!iasta su uso.Los medios conteniendo 12s 
distintas concantraciones de ambos compuestos se realizaron de tal mo- 
do que su composicidn final result6 igual a la dal rnedio contro1,Laa 
soluci.ones de amantrdina y rimantadina se hicicron en medio do Eagle 
suplementado con suer0 y antibidticos antes de usarse. 
DROSAS RADIACTIVAS 
Para la narcacidn del dcido ribonucleico celufar ( A H N )  st empleb 
3~-uridina c u p  actividad eepccfficn fue de 35 u~i/rnhA.~a 35~-rnetio- 
nina ee utilisi? para la marcacibn da la8 proteinas celulares,siendo 
su actividad especffica de 489Ci/m~,Ambos radioisbtopos fueron obte- 
nidos de Yew England Corporation, 
DETERMINACION DE LA INFdCTIVIDXJ 
'rodae~ la8 muestras de v i r u s  provenientes  de ~ o b r e n a d a n t e s  o extrac- 
t o 8  e e l u l a r e s  ee t i t u l a r o n  en c d l u l a s  Vero por r e g i s t r o  de la accidn  
ci topat6gbnica (ACP) o mediante e l  rndtodo de unidades formadoras de 
p lacas  ba jo  agar(UFP), 
TITULACION POH OBSERVACION DEL EFECTO CIiPOPATICO~Los c u l t i v o s  de 
c d l u l a s  Vero c rec idos  en tubos do ensayo se i n fec ta ron  con d i luc ionas  
apropiadas de cada muestra v i ra1 ,El  indculo sa dejd  adaorber durante  
1 hora a 37C.Al f i n a l i z a r  la adsorc i6n  se desca r tb  e l  indculo y 10s 
c u l t i v o s  r e c i b i e r o n  1 r n l  de medio be-mntenimiento.Sismpre s e  u t i l i -  
zaron cua t ro  c u l t i v o s  por diluclbn,Durante  10  dfas se ooservd e l  etec- 
t o  c i t o p d t i c o  producido por e l  v i r u s  en 10s cul t ivos.Los re su l t ados  
sa r e g i e t r a r o n  diar iamente cuant i f icdndose la ACP de 1 a 4 de acuer- 
do a e s c a l a s  pre-establecidas,correspondiendo e l  valor de 1 a1 259 
d e l  t e  jido con o l t e r a c i o n e s  c a r a c t e r f e t i c a s , 2  a1 50$,3 a1 75s y 4 al 
10W.A pr t i r  d e l  5% s e  consider6 ACP positiva.Sa c a l c u l d  la  d o s i s  
i n f e c t a n t e  cincuenta (DICTSO)  para c u l t i v o  da acuerdo a1 mdtodo de 
Reed y MUcnch(52), 
TITULACION POR EL iU3TODO DE UNIDADES FORMADORAS DE PLACAStLas mono- 
- -  
capas c o n f l u e n t ~ ~  de c d l u l a s  Vero de 72 horas  se i n fec ta ron  en forma 
similar a l a  d e s c r i p t a  en e l  mdtodo a n t e r i 0 r . U  indculo s e  d e j 6  adsor- 
ber  durante  1 hora a 37C con a g i t a c i d n  suave cada 15 minutos.Lueqo de 
la adsorc idn  s e  r e t i r d  e l  virus no adsorbido y las ce?lulas se lavaron 
con buffer  s a l i n o  f o s f a t o  (PbS).Inmediatamente las c 6 l u l a s  se cubrie- 
ron con una capa de agar n u t r f t i v o  y se incubaron a 37C durante una 
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semana.Transcurrido e s e  tiempo 10s c u l t i v o s  s e  f i j a r o n  con una solu- 
c i d n  de formaldehido a1 1% durante  20 minutos,ret i rdndosc luego l a  
capa de a@r.Seguidamenta las  c d l u l a s  se t if ieron con una so luc idn de 
c r i s t a l  v i o l e t a  a1 1% durante  20 minutos.Se cont6 e l  n h a r o  de placas 
obtenidae para cada d i l u c i d n  y e l  t f t u l o  sa ca lcu ld  teniendo en cuen- 
ta e l  voluman d e l  in6cuI.o y l a  d i l u c i d n . ~ o s  r s s u l t a d o s  se expresaron 
como U F P / ~ ~ .  
REACCION DE NEUTRALIZACIOM 
PREPARACION DB INMUNOSWEROS ANTI-VIRUS JUNINISQ p r e p r a r o n  inmuno- 
sue ros  e s p e c f f i c o s  a n t i - v i r u s  ~ u n f n  inoculando conejos con 10s sobrena- 
dantsa pur i f i cados  de l a a  c b l u l a s  Vero i n f e c t a d a s  con la cepa XJC13, 
Los c u l t i v o ~  in fec tados  a una multiplicidzad de 0.5 UFP por cd lu la  s e  
Lncubaron con medio HLS contenisndo 1 0 . 4 d e  glucosamina o en medio HLS 
ad1o.A la8 24.48 y 72 hs p i  se cosocharon 10s sobrenadantes , los  que s e  
pur i f i ca ron  de acuerdo a procedimiantos ya d e s c r i p t o s  (53)(54) .El  pro- 
ceso d s  p u r i f i c a c i d n  czomprendib 10s s i g u i e n t e s  pasost a)centrifugblci6n 
a baja velocidad para eeparar  106 r e s t o s  c e l u l a r e s  y la8 c d l u l a s  muer- 
tas, b ) p r e c i p i t a c i b n  con igusrl volumen Be m soluc idn  sa turada  de 
SOq(NHy)2 en buf fe r  TES ( T r i s - C 1 H  O.OlM,EDTA 0,OOlM y ClNa 0.1W) duran- 
t e  30 mfnutos a 0 "C c)separac ibn  d e l  p rec ip i t ado  por cen t r i fugac idn  
a 12.000 rpm durante  20 minutos en una cen t r i fuga  Sorva l l  y p o s t e r i o r  
lavado de1 aismo con una soluc i6n  a1 5046 de s a t u r a c i 6 n  de S O ~ ( N H ~ ) ~  
en TES, d)d i so luc ibn  d e l  precipitacio en TES y cen t r i fugac idn  en la8 
3i~isms condiciones.  e ) u l t r a c e n t r i f u g a c i 6 n  en gradient8  discont inuo de 
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sacarosa de 15-6w a 25.000 rpm durante  4 h o r a s ( r o t o r  3W 27 Ultracentrg-  
fuga Beckman modelo L-2). f)cosecha de l a  i n t e r f a s e  on la  que s e  en- 
cudnt ra  e l  v i r u s  pur i f icado.  
Estos  antfgenos pur i f icados  se inocularon en conejos Yew Zcland 
White.El eaqusm de inoculacidn c o n s i s t i d  en admin i s t r a r  semanalmente 
por vfa endovenosa t r e s  dosis dc 0 , H  m l  de cada uno de 10s antfgenos.  
A 10s 45 d f a s  de f i n a l i z a d a  la inmunizacidn se sangraron 10s aninaales 
y 10s suer08 s e  mantuvieron e s t d r i l e s  a -2O0Chasta s u  t i tu l ac idn .Se  de- 
nomind inmunosuero C a l  obtenido por inmunizacibn con 10s sobrenadan- 
t ea  pur i f icados  de 10s c u l t i v o s  infec tados  en ausencia  de la droga e in-  
aunosuero G a1 r e s u l t a n t s  de i nocu la r  con 10s sobrenadantes pur i f i cados  
de 10s c u l t i v o s  infectado8 y t r a t a d o s  con l a  droga. 
ENSAYO DE NEUTHALIZACIONILOS ant icuerpos  n e u t r a l i z a n t e e  de l o 8  inmu- 
nosueros e spec f f i cos  a n t i - v i r u s  Junfn ae midieron por l a  t bcn ica  de re-  
duccidn de p lacas  bajo agar o por inh ib ic idn  d s  lo  ACP.Los inmunosueros, 
preparadoe como as desc r ib id  en e l  pdrrafo  a n t e r i o r , s e  inac t iva ron  a 
56 'C durante  30 minutos, luego s e  d i luyeron a1 medio desde 1 a 5 has ta  1 r 80 
en medio de mantenimiento.Cada d i l u c i d n  s e  mezclb con 100 UFP de v i r u s  
Junfn,cepa XJC13 y s e  incubaron a 37C durante  1 hora .Simultdneamente s e  
incubaron mezclas con t ro lea  de v i r u s  con inmunosuero normal de conejo. 
A1 f i n a l i e a r  l a  neu t ra l i zac ibn  s e  midi6 la i n f e c t i v i d a d  r e s i d u a l  por 
e l  mdtodo de unidades formadoras de placaa o por ACP.Los resu l t ados  ob- 
ten idoe  s e  expresaron como porc iento  de neutralizacibn,heci6ndose e l  
coc ien te  e n t r e  e l  t s t u l o  de l a  s e r i e  tratada con inmunosuero a n t i - v i r u s  
Junfn y e l  t f t u l o  de l a  s e r i e  t r a t a d a  con e l  imunosuero  normal de oone- 
24, - 
jo,Se considerd neutralizaci6n positiva para el metodo de placas a una 
reduccidn en 10s tftulos Be 80% o mds y para el mdtodo de ACP una re- 
duccidn de dos logarktmos( 45) I 
MICROSCOPIA DE FLUOHESCENCIA (IF1 
Los antfgenos citoplasdticos sintetixados en 10s cultivos dc cblu- 
la8 Vero infectados con la cepa XJC13 se determinaron por la tdcnica 
indirecta de IF (56).Las cdlulas normales e infectadas a distintas ~ a u b  
tiplicidadea,con y sin tratamiento con glucosamina se estudiaron a las 
24,48 y 72 hs pi.Las c6lulas fijadas con acetona a UC se hicieron reae 
cionar primer0 con anticuerpos especfficos anti-virus ~unfn(suero de 
convalesciente o liquid0 ascitico Be ratones hiperinmunes) y luego con 
gama-glubulina humana o de ratdn conjugada con isocianato de fluores- 
ceZna a temperatura ambiente(20-2sC),Despud~ de cada reaccidn 10s cu- 
bres so lavaron dos veces con PBS,Finalmente ss montaron con Elvanol 
y se examinaron en un microscopio Zeiss con equipo de iluminacidn para 
fluorescencia EPI. 
Para detectar el antfgeno de sugerficie se incubaron 10s diferentes 
cultivos con el inmunosuero especffico y luego so fijaron con una solu- 
cidn de rormaldehido a1 10$(57))La reauaibn sa continud en forma simi- 
lar a la anterior.El porcentaje ds cilulas fluorescentes se determind 
contando 500 cdlulas por cultivo, 
JIICROSCOPLA ELECTRONICA(WLE) 
La prasencia Be p a r t f c u l a s  f f s i c a s  ae determind pol: ME en cdlulas 
Varo in fac tadas  con l a  cspa XJC13 a al ta  multiplicidad de infaccibn. 
A las 24.48 y 72 ha p i  se f i j a r o n  10s c u l t i v o s  con una solucidn dc 
g lu ta ra ldah ido  al 8 en buffer f o s f s t o  a 4~ .Luego de 1 2  horas de la- 
vado en dicho buf fe r  se t r a t a r o n  con t e t rdx ido  de os~nio al 1% en b11- 
ffer .Finalmente e l  mate r i a l  se incluyd en Ara ld i t a  y se corta.ron 3oc- 
ciones  u l t r f i n a s  con un micrdtomo ~ ~ ~ , c o l o r e d n d o s e l a s  con c i t r a t o  tie 
plomo y a c e t a t o  de urani10,Los c o r t e s  se ana l i za ron  en un microscopio 
P h i l i p s  200 operado a 60 Kw.Las conclusiones se sacaron luago de obser- 
var 500 c d l u l a s , i n f e c t a d a s  con y s i n  t ra tamianto  con glucosamina. 
PUREZA DE LOS COMPUESTOS 
En toclos 10s caaos las drogaa se u t i l i z a r o n  tal como habfan s i d o  
p r o v i s t a s  por 10s l a b o r a t o r i o s  con la excepcidn de l a  glucosamfna que 
fue sametida a un a n d l i s i s  r iguroso  para Aescartar  la  prssencia  ds ca- 
t i o n e s  contaninantes  tales como Mn,Fe,Co,Ni y Cu que actiian poten- 
ciando e l  e f e c t o  ds algunas draws inhib idoras  do la mult ip l icac idn  
do1 virus LC14(16)(17).El estudio comprendid la  detarminacidn de1 po- 
der r o t a t o r i a , a l  ansayo d s  gLucosaminas de d i s t i n t o  oriqen comarcial 
y un adl is is  por absorcidn atbmica. 
DETERIINACXON DEJJ PODER ROTATORIOtCon el ob jc to  de c s t u d i a r  l a  pu- 
reza de l a  glucosamina se dsterminb e l  poder r o t a t o r i o  de 1.a misma. 
Para l o  cual se preparb una eolucidn en un matraz de peso conocida. 
agua dest1lada.La so luc idn  s a  d e j d  e s t a b i l i z a r  a tomperatura ambiente 
y l a s  l e c t u r a s  s e  r e a l i z a r o n  a l a s  24 horas.Las medicionas se efec- 
t m r o n  en un polarfmetro a u t o d t i c o  Parker calculdndose a1 poder ro-. 
t a t o r i o  por l a  siguiente f&rrnula: 
d = 1~~;t i lra , ; l~ ,~~l ] i~sn-  
masa x 1ong.tubo 
T,os valoree o'btenidos con l a  sol.uc1bn problema fueronr 
Con el promedio de la8 l e c t u r a s  (%=0,432) se calculd el valor d e  
d=7l,l.Eate = l o r  es bastante prdxiruo a1 va lo r  t e 6 r i c o  a =72,5*0,9,  
par lo qua en primera aproximacidn se pudo asegurar  q u t  el compuesto e- 
ra glucosarnina aunque a h  no s e  podfa d e s c a r t a r  que e s t u v i e r a  conta- 
ninado con t r a z a s  de impurezaa, 
ENSAYO DE GLUCOSAMINAS DE OISTINTO ORXGEN COfURCIALtUna segunda fo r -  
m de encarar  e l  prob lem de lo8 contaminantes de la droga c o n s i s t i d  
en  probar simultdneamente l a  actividad bioldgica  d e l  compuesto de tres 
marcas d i f c r e n t e s , l a s  qua se d e t a l l a r o n  en pdrrafos anteriores.Con e- 
so fin s e  midid e l  rendimiento v i r a l  an prosencia de 16m~41 de las t res  
glucoeaminas luego de 24 horas de tratamient0,En la  Tabla 1 se presen- 
tan 10s r e s u l t a d o s  obtanidos, loa que indicaron e l  efecto bloqucador de 
la glucosarnina y mostraron qus el or igan  d l f s r e n t e  no inf luyd en l a  
a fec t iv idad .  
ANALISIS DE L A  GLUCQSAMfNA POR ABSQRCION AT014ICAtSI bien  10s rnbto- 
dos  a n t e r i o r e s  permitfan suponer que e l  e f e c t o  obaervado 8s debfa a l a  
droga ninguno de a l l o s  asaguraba la ausencia  do ca t iones  bivalentsk en 
l a  so luc idn  ds glucossmina,Por eea razdn  Be la  analiz6 por absorc idn  
27.- 
atbmica.Estas experiencias se realizaron en la Comisidn da Energfa A- 
t&mica,Fue necesario preparar una solucidn teatigo que contuviera loe 
oationes buscadosrla conccntracidn de 10s mismos fue de 2ppmCpartes 
por rnillibn) de ~ e + ~ , ~ o + ~ . ~ i + ~ , ~ u + ~  y n ~  en agua ddstilada.Se midi6 
comprativamente la absorbancia de la solucidn testigo y la muestra pro- 
blema,que consistid en una solucidn 0,5M de glucosamina,Las lccturas 
sa hicieron en un aquipo marca Jarroll-Ash modelo MBAA 82-529(Tabla2). 
Con estos reaultados se concluyd que la droga utilizada era glucosa- 
mina y que no estzba contaminada con cationaa bivalantcs. 
TABLA 1 I Produccidn de virus infecc ioso  en prosencia 
de glucoaaminaa do d i a t i n t o  or3 $en comercia! . 
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TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS 
A 10s e f e c t o s  de u t i l i z a r  las drogas dentro de 10s d r g t n e s  no tdxi-  
cos para l o8  cultivos se sometieron 10s rnismos a 10s s i g u i e n t e s  proce- 
dim1 en tos  r 
DETER;JIINACTON Dl3 LA NIAXIIU CONCENTRACTON NO TOXICA PARA LAS CELULASI 
Cult ivoa de cdlulas Vero de 72 horas so incubaron con medio de Eagle con- 
teniendo concentraciones a r e c i s n t e s  d e l  compuesto en cues t idn  durante  24, 
48,72 y 96 horas,Se u t i l f z a r o n  tres cultivos por aada concentracibn en- 
sayada , l a s  gue va r i a ron  aegdn e l  compuesto,Para e l  BI so probaron 115110, 
20; 501 75 r 100 y 200 ug/ml.Para amantadina y rimantadina se ensayd h i c a -  
e e n t e  40 u g / ~ n l . ~ o s  ensayos de toxic idad  para glucosamina y 2-deoxi-D- 
glucosa fueron  s i rn i la res  aunque 10s c u l t i v o s  ee mantuvieron en medio HLS. 
La8 concentraciones probadas fueron para l a  primera de 6,arb ,Ot8 ,0  y 16 
mM y para la segunda de ls5rlO y 20 mM,Los c u l t i v o a  s e  o b a e r ~ r o n  dia- 
riamente a1 mioroscopio dptico cornparando s u  morfologfa con cultivos nor- 
males no t ratados.Se consider6 a f e c t o  tdxico  a la  preeoncia de cdlulas 
redonders sobre  La monocapa(necrbticas),a las  c d l u l a s  on e l  sobranadante, 
a las var iac iones  de pH anormalee y/o a1 dcaprendimiento de lae cdlulas 
de la monocapa. 
DETERMTNACION DE LA VIABIZIDAD CELULARt La viabilidad c a l u l a r  se de- 
tarmind por la prueba do axclus idn  d e l  azul t r ipdn(58) .Las monocapas de 
cd lu las  Vero t r a t a d a s  con las distintras concentraciones de inhibidor se 
dispersaron con tripsina-EM1A a1 0,259 en PBS de acuerdo a tdcnioas ya 
d e s c r i p t a s ( 5 8 ) . ~ a s  c6lulas se suspendieron en madio HLS mazcldndose con 
azul tripdn a1 5$.Lueqo de 30 minutoe de incubacidn a temperatura ambien- 
se sembrd con p ipe ta  Pas teur  una cdrnara da fleubauer. 
~i ndmero de c&l.ulas v iv ra , inco lo ras ,  y e l  n b s r o  de c6 lu laa  muertas 
azulea ,  se  dcterminaron contando las c d l u l a s  de 10s cuadrados de 10s 
vbrt icee.Se r e a l i z a r o n  ocho l e c t u r a e  por cu l t ivo .El  prohedio de lae 
4 l e c t u r a a  mul t ip l icado por e l  volum6n de la  c d m r a ( l 0  ) d id  e l  n h e r o  de 
c d l u l a s  v ivas  o muertas por mililitro. 
ESQUEMA DE DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE LAS DROGAS S O B R ~  LA MULTI- 
PLICACION VIRAL 
Para determinar e l  e f e c t o  de las drogas sobre l a  r e p l i c a c i d n  v i r a l  
s e  r e c u r r i d  a d i e t i n t o s  procetdimientos como s e r i e f e c t o  sobre  l a  r e p l i -  
cacibn,sobre e l  rendimiento y a d e d s  sobre  la8 curvas de crecirniento - 
d e l  v i r u s  en presencia  y ausencia  de 1aa drogae. 
Bn conjunto e s t a s  tbcn iaas  mfdisron e l  e f e c t o  de las-drogas sobre La 
capacidad del v i r u s  para mtar tt la cdlula. 
EFECTO SOBRE LA REPLICACION V I R A L ~ & ~  este caso , l a  aceividad a n t i v i -  
ral se evalub cual i ta t ivamente  obserwndo la eoolucidn d e l  efecto ci- 
t o p d t i c o  qua 4 1  v i r u a  produce en la c i l u l a  hubsped.~ara  medir la occidn 
c i topatogdnica  d s l  v i r u s  Junfn en  pree&ncia de 10s i nh ib idores  s e  in- 
f e c t a r o n  l o 8  c u l t i v o a  con la  cepa X~Cl3,Deepuds do 1 hora de adsorcidn 
s e  r e t i r d  e l  indculo y las c d l u l a s  se lavaron una vez con PBS,Inmedia- 
tamente ee  a g r ~ g b  medio HLS con y a i n  droga.Las concentraciones proba- 
das fueron la8 r e s u l t a n t e e  d e l  ensayo de Loxicidad,Experinentos r e a l i -  
zados con LCM habfan demosfrado un mayor e f e c t o  d a l  B I  a1 p r a t r a t a r  log 
c u t t i v o s  d u r a n t e  24 horas con e l  i nh ib idor  (391,por e8a razdn se repi -  
t i6  el eqsayo en esas condiciones,Los medios de mantenimiento se reno- 
varoq cada 48 horaa . los  cultivos se observaron diarianente al microaco- 
p i o  regis t rdndose  las a l t e r a c i o n e s  producidaa.la ACP se c u a n t i f i c b  be 
1 a 4 como se desc r ib id  e n  l a  t i t u l a c i d n  por efec to  citopdt5.ca.A par- 
t ir  d e l  50$ a s  consider6 ACP p o s i t i v a .  
EFECTO SOBNE EL REYDIMIENTO VIRALtPor medio de esta tgcnica se cum- 
tificd la capacidad i nh ib idora  de 10s cornpueatos.Para medir e t  rrndi- 
miento viral las  cGlulas a s  i n fec ta ron  en form similar a la  descr ipta  
en e l  pdr ra fo  a n t s r i o r , L o s  c u l t i v o s  infectados t r a t a d o s  y s i n  t ratar  ae 
i?cubaron a 37 OC durants 48 horas,al cabo ds ssc tie;npo se cosecharon 
l.os sobrenadantes quo se caantuvieron a -70 'C hastn su titulacidn por 
la tbcnica  do UFP,Sirnultdnoamente so deterqinb el v i r u s  asociqdo a l a s  
cbtu las .Para  c1lo.a 10s tiempoa iw3icados,se ~ a v d  l a  monocap y las cd- 
l u l a s  ae sometieron a doa c i c l o a  do congelado y descongtla?a,i3l extrac- 
to c e l u l a r  aaf obtanido se centrifugdt a baja  velocidad para al-iminar 
rostos de membranas y c&lulas eqteras.El sobrenadaqtc sc t i t u l d  por UFF 
CURVAS DE CRj3CL~4I$~'SO DgTJ VIRUS EY PRESEVCIA Y AGSEYCI'A DZ LAS 3iiQMAI 
Las curvae de c r e c f m i e n t o  perrnitierotl dctarmirlar e l  ofecto do 1as dro- 
gas sobre ciclocs nu'l t ip1.e~ de t  v i r u s  y conocer e l  grado de Lnhibicidn 
de l o 8  cnnpueatoa.T,a cur- de crecimicnto d e l  v i r u s  ~ u n f r l  a s  e s tud id  en 
presencia  de las concentracionas bptimsa de cada inhibidor.El eaquema d 
infeccidn fun e l  niamo que se apl i cd  en la  determinacfdn d e l  efecto sob  
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la repl i .csc i .6~ viral .Para determf.nas el virils libera40 aspont4rlea!neqtn 
ae sacarorl a ~ i c u o t a a  a laa 24,48,72 y 96 hs pi.La ti.t.ulaci.drl da las m i *  
ma5 sa realizd For !TFP o ACP se~15- i  caqviniera,  
.vlAC 3r)p405ECULAS BEL IilI'ZSPED 
So determid el efecta de la  prcstflcta de 16 de ql-ucoaanina sobsa 
la sfntesie de d c i h  ribonuclel.co y protcfwa en c6'Ll~l.a~ Vera infectad* 
con virus Junfn, a 
3 T~CORPORACIOW DE H-U2IDIVA t Cul t ivos aoqf l u e n t e s  de cdlulas Vers se 
iqfectaron con la cepa XJCI.3 camo ao damrib id  en pdrrafos antcriorts. 
Lo8 cultivos inf'cctadoa ae incubaron eq "~edio HTIS s i n  durante 24 
horas.Traqscurrido eae tiompo $e reeqplazb el medio de l o a  cultivoe pac 
medio HLS eonteniendo 6$ de suera da ternero dialtzado,l6 m!Vf de glucost, 
mina y 0,5 uCi de  3~-uridina.~ las 4.8 y 24 horas subsiguicntes s(r de- 
tuvo la incorporacibn y 10s cultivos se lavaron tres veccs con PBS frfo 
1.03 cultivos st congelaron con 1 ml de asua dest i lada para faci l i t3r  su 
rupturn posterior.Al descoqgelar so agregd n t r a  n i l i l i t r o  dc neua y ee 
precipitd con ma solucidn d e  TCA(RC%~O trPcloroacdti-co) a 1  SW.El pre- 
c ipi tado se f i l t r 6  sobre hisooa de papol y se lavd con unn soluci6n de 
?ormalea coq y sin t ra taaiento co? droga sc proceaaron simultd~eamente 
de la n i s m  manera.Ta concantracidn dc protefnas se determtnd por el 
mdtodo de towry f 5 9 ) .  La incorporacibn s'c calculd c m o  cuentas(CP#) 
por minutos por rniligramo de protegna. 
INCORPORACION DE 3 5 ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ o a  cult ivos  iniectados ss incubaron 
con msdio de Eagle conteniendo 3$ do rsuero de ternero inactivado y dia-  
l icado y 16m do glucoaamina.La marcacidn se realizb mediante puleos 
de una hora a 10s tismpoe 0.3.7  y 23 hs pi.Cada cultivo r e c i b i d  81, uCi 
de 35~-netionina.~~ incorporacibn en la fraccibn dcido p r a c i p i t a b l e  se 
determind una hora deapubs ooro se deacribid en el pdrrofo anterior. 
ANIMALES s St uaaron ratonas albino suizos criados an el bioterio 
tie Wicrobiologfa de l a  Facultnd de Ciencias Exactas y Naturales. 
Loa ratones l ao tan tes  se inocularon por diveraas vfas de acuerdo 
a1 ssquevq de trahjo.Los ratones de 20 d f a s  de edad s o  ancstesiaron 
leveaente antes de scr infectadoa recibiendo un indculo de virus de 
0,02 ml por vfa ic.Todos 10s animales infectados fuoron obaarvados 
dia.riamente registrandose la evolucidn de lo8 pesos y 10s sfntornaa de 
enformedad o muerte, 
R E S U L T A D O S  
AqALISIS COWARATIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRUS JUNIN IN-VITRO DE 
GLUCOSAMINA Y Br 
Tal cono se e8quematizd en Materialea y ~btodoa,la actividad antivi- 
ral de cada compuesto se eatablecid con la reolizacidn de distintos ex- 
perimentos,Las alteraciones observadaa en la evolucidn del siecto cito- 
pdtioo (ACP) sirvieron como enssayo orientador del probable efecto inhi- 
bidor,mientras que la valoracidn do 106 rendimientos virales y las curd 
vas ds crecimiento del virus en presencia y ausencia ds 10s miemos per- 
mitid cuantificar la capacidad antiviral de las drogaa, 
Toxicidad ds 10s compuestos marl la cdlula hubaped. 
A fin de establecer la cantidad mdxima de cada compuesto compatible 
con la viabilidad celular eca prooedid como se indicd an Materialea y 
~dtodos. 
La concentracidn del cl~rhidrato de amantcrdina probada fue de 40ug/ml 
ya que 68ta,de acuerdo a datos yca publicado8,era la mayor concentracidn 
no tbxica para 10s cultivos ds cdlulas Vero(7) .Por analogfa para la ri- 
mantadina,~ derivado de la amantadinn ,ee sligid la m i 8 ~  conaentraoi6n 
ds bO uq/ml. Para la8 otraa drogas, 2-deoxi-D-glueosa, glucoeamina y BI , se 
ensayd un amplio interval0 de concentraoiones debido a qua se carecfan 
de datoe do toxicidad para a1 siatsnra empleado, 
Las rnonooapas t ra tadas  con amantadinat no prsetentaron manifeataelon68 
tdxicas a h  despubs de 96 horak de incubaci6n a 37C.No ocurri6 l o  miu- 
mo con lrs de rimantadina que a p a r t i r  de l a 8  72 horae de iniciado e l  
tratamiento presentaban un mayor n h e r o  de cdlulaa muertas an e l  sobre- 
nadanteraste efeato se  acentu6 a la8 96 horas, 
La incubacidn con 200 &nil Be B I  produjo a l a8  48 horas l a  muerte 
de 10s cult ivoe l o  qua se oaracterizb por redondearniento celular  y dea- 
pegue de la monocapa.Las aonaentraaionss restantea,adn la  de 100 ug/ml 
no mostraron un efecto noeivo para la8 odlulas, 
La glucosamina no induja clambisa morfoldgicoa detectable8 por microrr- 
copfa 6ptiea con ninguna de la8 concsntracionellr probadas,hubo s i n  embar- 
go una dismfnueidn d e l  metabolismo ce lu lar  qua as detect6 $or e l  arPnte- 
nimiento do1 pH de l  medio.Oaai airnilsir fue e l  comportamiento de 108 eul- 
t ivoa tratadoa con 2-deoxi-D-gluaosa,sxcepto que con l a  concentracidn dm 
20 mM 8s observd,a prt i r  do l a 8  72 hora8,un l igero  efecto tdxico demos- 
trado por e l  redondearniento ds al-s odlulrs  de la monocapa. 
La t i en ica  de exclusidn de colorantsr  v i t a l s s  permitid ouantif icar 
e l  porctsntaje de cdlulaa viablear. 
E l  reousnto oelular  s e  efectud en cult ivoa tratados con B I  y glucom- 
m i n a  ,aligiindose ,ds acuerdo a 10s resultado8 de la  observoaidn miaroscb- 
pioa,laa aoncentraciones de 75 udml de B I  y 16 mM de glucosaminoi, 
Loar resultadoar obtenidos,de aousrdo a l a  tbcnica descripta en #Lrrtm- 
r i a l e a  y lwldtodo~r s e  rarumisron en la8 Tabla6 3 Y 4, 
Coma 8s obaerva en la  Tabla 3 la incubacidn con 75 ug/ml de B I  no mo- 
di f ied  e l  n b e r o  de c i l u l a s  viable8 a h  despuia de 120 horas de t rak-  
miento. 
36. - 
Los cultivoa normales duplicaron el nbero ds cdlulaa a las 48 ha. 
Este efecto no a@ obaervd en la8 aonocapae Us cQlula8 Vero tratadas 
con 16 mM de gluoosamina ain ambargo ae mntuvo la viabilidad calular, 
estos resultado8 coincidieran con la@ observacionea anterioree quo indi- 
Qaron una reduccidn en el msfabolismo celular. 
En la Tabla _fi se raswnen 10s poloree lfmitee de concentmci6n selec- 
cionada para cad8 compueato de acuerdo a 10s ensayos de toxicidad. 
Tabla 2: Detsrminacibn del nbero ds cdlulas viable8 
en prcsenoia de 75 ug/ml de BI. 
Z 
- 
Dfa 5 
N cdl/ml 
- 
1.8 105 
1.9 x lo5 
, 
CONCENTRACION 
u g h 1  
---- 
75 
- 
Dfa 1 
N obl/ml 
2.2 105 
2,3 x lo5 
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Tabla 41  Determinaci6n d e l  nSI)ero de C ~ ~ I U P ~  viable. 
en pressncia de 16 mM de glucoeamina. 
r- ..-- .-.- _" _ -_  __.__,_- _..__ _..__(-- 
CONCEMTRACION Dfa 1 
rJ cbl/ml N ebl/ml 
2.0 x 10 6 3.8 x 10 
1.7 x 10 6 
d l " - -  -.
2.2 * 106 / 
, "__ * _.-_. ". --. - - . - - - L I I - . -  -L--i-------j 
Tabla 5; ~oncentracidn dxiara da, trada drogar 
oompatibls aon la viabil idad celular* 
--- -. --- 
! 
DROGA i CONCENTRACION 
MAXIMA NO TOXICA 
-.-- -- -.--.-- 
Araantadina 
Rimantadina 
Efecto sobre l a  r a ~ l i c a e i b n  v i rq l .  
E l  virua  Junfn multipliua en d i s t i n t o s  siatemas ce lu la res  ( 6 0 )  (61) 
(62) produuisndo en a1 qunoa be a l l 08  (odlulas  Vero) modif icaciones mor- 
foldsicaa c a r a c t e r f s t i c a s  que e s  denominan efecto  c i topdt ico  (621, La 
a l t e r a c i d n  que e l  v i ru s  induce en la cd lu la  hudsped s i r v e  para d e t s c t a r ,  
i d e n t i f i c a r  y cuant i f i ca r  a 10s d i s t i n toa  agentes viralee.El  .tiempo de 
detsccidn de e s to s  efectos  dependc de l  aistema virus-cblula hubsped, de l  
n h e r o  de par t fcu las  y de l a 8  condiciones de inieccibn.  
La avolucidn de l a  acuibn citopatbgena (ACP) de 10s cu l t i vos  t ra tados  
e infectados  con 10s d i s t i n t o s  inhibidores ee estudid en f o r m  compara- 
tiva con cu l t i vos  infectados s i n  tratamiento. Las cQlu las  Vero infeobdaa 
con v i r u s  Junfn preeentan un perfodo de l a t enc i a  de aproximadamente 30 
horas en e l  cual  no ss observa ningdn cambio, e i n  embargo, en t re  lar 48 
y 72 hs, p , i .  aparecan cd lu las  redondas, d a  oaouraa s a l aa  o en pequeAoe 
grupos ( 3  d 4 cd lu las )  d i s t r ibufdas  sobre l a  monocapa, A las 72 horaa 
este efeoto  es mda notor io  ya que 10s pequeiios grupos Porman focos bisn  
visibles be cQlu las  redondas y oscuraa, obaervdndose algunas cd lu las  
muertas en 10s sobrenadantes, A l a a  96 horas l a  ACP s e  generaliza obaer- 
vdndose c a a i  l a  to ta l idad  d e l  t e j i d o  modifioado. 
Lars monocapas de cd lu las  Vero infectadas con virus ~ u n f n  y tratadas 
con 40 u d m l  da rimantadina fueron negatives hasta las 72 he, p , i ,  ya 
quo no rnoetraron ningum di fe renc ia  con 10s cu l t ivos  normales a i n  infec- 
tar. Transcurrido eee tiempo apareeid la  ACP notdndosa un l i g e r o  afeeto 
inhibidor de la  rimantadkna pueeto de manifiesto por l a  reduccidn en un 
50% d e l  t e j i d o  tomado. 
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Resultado8 eimilares se obtuvieron con aaantadina, aunque en dstos 
la diferencia con 10s controles fue d s  notoria ya quo 10s primeros focos 
se ob%@f%Wafi a las 96 hs, p, i. 
En el estudio de la evolucidn de la ACP en presencia de distintas con- 
centraciones de BT 10s cultivos se pratrataron duranta 24 horae para ob- 
tener una mayor cficiencia del compuesto, como ee habfa demostrado para 
LCM (39). El tratamiento con 51 10 y 20 ug/ml dc BT no modificd el tiempo 
de aparicidn nf la intensidad de la ACP. Sin embargo concentraciones ma- 
yores quo 50 ug retrasaron en 2 dfas  la ACP sugirisndo un efecto inhibi- 
torio sobre la replicacidn viral, 
Lo8 tratamienlos realizadoa con las distintas concentraciones de glum 
coaamina'moetraron la auaencia total de efecto citopdtico a1 tratar con 
dosis superiores a 4 rnM, 
Con 1 y 5 mM de 2 deoxi-D-glucosa se ob~ervb la mism evolucidn de la 
ACP que en 10s cultivos controlrs. Para concentraciones mayores que 10 mM 
se apreoid un retraso de 2 dfas mientras que con 20 mM fue diffcil detec- 
tar eeta diferrncia debido a la toxicidad exhibida por la droga como se 
vib en lo8 ensayos de viabilidad. Estas observaciones tndicaron un grado 
de efectividad dif erente para cada compuesto. 
En la Tabla 6 se resumieron 10s resultados de eate ensayo. 
Tabla 6s Determinaoidn del gcado de efectividad 
de 10s compusstos. 
bueno 
Determinado en funcidn de l a  evolucidn de lo  ACP de 108 cult ivos  infec 
COWUESTO 
Amantadina . 
r imantadina 
B I  
2-deoxi-D-glucosa 
gl  uco samina 
tad08 y tratados con lo8 diferentes compuestoe en comparaci6n con cu l l  
t ivos  infeotadoa s i n  tratar. 
I 
L 
COMCGNTRACION 
46 ug/ml 
I 
1 
GRAD0 DE ! 
EFECTIVLDAD* I 
! 
regular I 
t 
1 
! 
bueno 
I i 
bueno 
i 
1 
1 
muy bueno I 
Erecto aobre e l  rendimiento v i r a l .  
Los ensayos preliminares aeilalaron l a  mayor efect iv idad de algunos 
de 10s compuestos, s i n  embargo no as posible cuan t i f i ca r  su accidn en 
e s t a  f o r m .  Por ta1 motivo so  decidid es tab lecer  con mayor exerctitud e l  
efecto de cada uno de e l l oe  sobre la  multipl icacidn de l  v i rus  Junfn. La 
deterrninacidn de loa rendimientos v i r a l aa  permitid,  a d e d s  l a  eleccidn 
de l a  concentracf6n dptima de cada droga en b a 8 ~  a su efecto a n t i v i r a l .  
E l  rendimiento de vi rus  Junfn producido despuds de 48 horas de incuba 
c idn con l a s  concentraciones comprendidas dentro do 10s valores no tbxi- 
coa se realbzb como so describid on 31ateriales y ~ b t o d o a ,  Cada punto 
repreeenta e l  cociente en t re  e l  t f t u l o  obtenido en prssenoia de una dete  
minada concentracidn de inhibidor y e l  tftulo obtenido a i n  tratamiento, 
Como puede observarse la  2-deoxi-D-glucosa, e l  B I  y la  gluco~amina 
prosantaron un e fec to  inhibidor que fue dependiente de la conaentracibn 
o sea que cuanto mayor fue l a  dos i s  empleada menor r e s u l t 6  la  produccidn 
de vi rus .  E l  grado de inhibic idn mostrado por cada uno de e l l o s  fua d i -  
fe ren te ,  as% la8 mayores concentraciones de B I  (75 y 100 udrnl) redujero 
en un logaritmo l a  repl icacibn v i r a l ,  mientras quo concentraciones meno- 
re$ o iguales qua 40 ug/ml carecieron de efecto.  
Con 1 y 5 mM de 2-deoxi-D-glucosa no hub0 en 10s t f t u l o s  una reduccid 
s i g n i f l c a t i v a ,  s i n  embargo con 10 mM dsta fue de un logarftmo y con 20mV 
s e  acentud l a  inhibicidn alcanzando un valor  de 9% ( 2 logaritrnos). 
A partir de 4 mM ds glucoaamina, eodas las concentraciones ensayadas 
produjeron una marcada disminucidn d e l  rendimiento v i r a l .  E l  tratamfentc 
con 16 mM de glucosamina no permitid de tec ta r  par t fcu las  infacciosas en 
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10s sobranadantes de 10s cultivos infectadas indicanda quo no habrfa 
formaci6n be virionas. Esta doeis  ( 1 6  mM) rodujo a 1  t f t u l o  en un 99.95% 
(4 l o g a r i  tmoe) . 
E l  rendimiento viral en prescncia  da 40 ug/ml do amantadina o rimanta- 
dina f u e  prdcticamente iddn t i co  a t  va lor  d e l  con t ro l .  
De acuerdo a estos r e su l t ados  ss se lecc iond La concentracidn de cada 
compuesto de mdximo e f e c t o  i n h i b i t o r i o  y mfnima toxic idad  para e l  sifttcma 
cClulas Vero-virus ~unfn. 
Las concentraciones de 75 y 100 ug/ml de EL produjeron e l  misrno n i v e l  
do inhibicidn por l o  que s e  p r e f i r i d  trabajar con la manor de e l l a s .  La 
ooncentracibn de 2-deoxi-D-glucosa a leg ida  fue do 10 mM ya quo si bien 
l a  concentracidn do 20 mM produjo una reduccidn mayor en e l  rendimiento 
v i r a l ,  en algunas exper ioncias  s e  observd un l i g e r o  e f e c t o  tbxico.  La 
ausencia  de toxicidad de todas las  concentraciones de glucosamina e n a y a -  
dsa permi t id  t l e g i r  l a  do 16 mM, 
-0 mM Glucosami n a  o Zdeoxi-D-glucosa @-a 
Figura I r Rendimiento Be virus ~ u n f n  en preaencia 
de conaentraciones creaientes de loa corn- 
pueutoa. 
Curva d e  crec imien to  de v i r u s  J u n f n  an prosenc ia  de 1.03 d i a t i n -  
t o s  c o m ~ u e s t o a .  
L u e ~ o  de aaleccionar las concent rac iones  dptimas dc cad3 iqh ib idor  
ar? decidirf t n v e s t i ~ r  e l  e f e c t o  da la3 aismas soh re  v a r i o s  eicl-os 
mu1 t %plea do r e ~ l  i c a c i b n  vi ra l . .  
Las c u r m s  dc m u l t i p l i c a c i 6 n  del virus  J u n f n  en presoncia de 40 u s  
m l  ds amantadina o ri.mantadina.de 75 u d m l  de BT,de 10 wJI d e  2-droxi- 
D-ylucosa y 16 YR'Y~ de ~llucoaawina we r ea l i za . ron  conla s e  detallb en 9s- 
t e r i a 1 . e ~  y m&todos. 
En la Fiqura  TI- sa r e p r a s c n t s r o n  103 r a su l . t ados  obten idos  en yre- 
s e w l a  dc  40 uq/ml da amantadina o r irnantadina,  
' t a s  cu rvas  ob ten idas  en prascnc i a  da amantadina o rimantadiqa(cur- 
v ~ s  i n f e r i o r c s  no dif ir i -eron s i g n i f i c a t i v a m e n t e  de l a  d e l  corltrol..Ent 
resuEtados concordaron co? la observac ibn  de l a  ovolucidn del- efecto 
c l  topdtico d e  I ns cultivoa i n f e c t a d o s  y t r a t a d o a  con ambas drogas.  
En la Figura I11 so presen ta ron  cornparativarnente las eurvds de crc 
c i q i e n t a  del vi rus  Junfn  en  p r e s e n c i a  y a u s e n c i a  d e  B I .  
El virus  Junfn r ~ p l i c d ~ a u n q u e  en menor grado,en presenoia  do 75 u! 
ml de Bl .La f nh ib i c idn  observada a laa 24 horaa fue de 1 l o g a r i t a o ,  
la que s e  hizo mds evidente a las 96 horas alcanzando un valor de 
9 9 , s  ( 3  loyaritmos). 
La Figura TV a u e s t r a  las curvas ds croc imien to  en presencia de 
16 7tV de qlucoaamina y 10 my de  2-deoxi-n-glucosa. 
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De la  forma de las curvas se dedujo que en preaencia de glucosamina 
no hubo repl icacidn viral.los nive les  de inhfbicidn alcanzados variaron 
desde un 9 9 , s  a las 24 horas hasta un 99,999$ a la8 96 ha pi.En pre- 
sancia  ds 2-dsoxi-D-glucosa, la cur- de crecimiento del  virus ~ u d n  
fue en las  primeras horas similar a l a  de l  contro1,sln embargo a las 
a 48 hs  p i  se observd un 92,5$ de inhibic i6n alcanzando a las 96 ha p i  
un valor de 99,0$. 
De acuerdo a es tos  resul tados  se pusde concluir  que e l  rendimiento 
ax t race lu la r  del vi rus  ~ u n f n  result6 afectado e i g n i f i c a t i ~ m a n t e  en 
presencia de BI.2-deoxi-D-gbucosa y glucosamina,no ocurriendo l o  m i s -  
mo con l a  amantadim o rimantadina. 
3 4 
d ias  pi 
0---0 control 
a amantadina 
r i m  antadina 
F i ~ u r a  XI I CUFMS do crecimiento d e l  virus ~ u n f n  
en preaencia Be amantadina y rimantadina . 
-0 C o n t r o l  
Fipura I11 t Cura de creeimiento d e l  virus Junfn 
en presencia de BI. 
0 1 2 3 4 
dias p i  
0-0 Control  
H 2 dsoxi D glucosa 
A-A Glucosarnina 
Figura IV r Cur- de crecimiento del virua Junfn  en 
presencia ds gluoosamina y 2-deoxi-D-glucosa. 
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Acoidn del 0112.-deoxi-D-~ucos~ Y glucosamina sobre la sfntesis de 
virus asocfado a Zas cGlulas 
A fin de establecar si el bloquao de la replicacidn viral observada 
en prasencia de 10s inhfbidores ocurrfa en la atapa Be brotacibn,se de- 
tsrmind la sfnteeis de virus asociado a las cQlulas en presencia o au- 
sencia d4 lo8 compuestos como se dsscribid en Materialas y Mdtodos. 
LOB resultados obtenidos ss datallaron en la Tabla 2 
Tabla 71 Rendimiento de virua asoaiodo a las cdlulas en 
prasancia de BI ,2-daoxi-D-glucoaa y glucoaamina 
glucoaamina 
COMPUESTO 
--r-L--.-  - ----- 
131 
2-deoxi-D-glucosa 
(1) el rsndimiento ae determind a lag 24 ha p i ,  
10 mM 2.0 x 10 6 
i 0 5 l o 4 ( l )  
16 m~ < 5  
CONCENTRACION 
o 
75 urJml 
0 
TITULO 
I 
Dfc INHIBICION 
A LAS 48 HS PI 
2 x 105 o 
2 x 105 
3'4 X 10 6 
50.0  
Ta. reducoibn be1 rendimiento de virus asociado a la8 cdlulas obser- 
vado en preaencia de BI o glucoeamina fuo similar a la quo ocurrid con 
el virus liberado aspontdneamente. 
Los porcentajea de inhibicidn alcanzaron un valor de 90$, un loga- 
ritmo,para el BI y de 99,99, cuatro logaritmos,para la glucosamina. 
El nivel alcanzado por las cdlulas tratadaa con 2-deoxi-D-qlucosa 
fue iddntico a1 control.Eate hecho sugirid quo el bloqueo producido 
por el compuesto oeurrirfa a nivsl de liberacidn de las partfculas a1 
extracelular. 
.Indices ~uirnioterrd.~icoe de 10s distintos com~ueetos 
Si ee aohsideran 10s reeultados obtanidoe con loe diferentes compues 
tps ( F i m a  IJea posible calcular 10s IQ correspondisntes(Tab1a 8). 
Tabla q t  Indicee Quimioterdpicos de lae distintas drogas, 
Amantadina 
I 
- . -. . -------.- . ----- ----- 
C O M P U E S T O  
-. . - ,- ---- - . ---- 
Glucoaamina 
i 
! 
i 
Los IQ indicaron a.rla glucosamina como el mejor quimioterdpico in-vi, 
---- 
I Q 
0 ~ 2 5  
0 
i 
tro. 
P A R T E  T I  
S 
MECAYLSMO DE ACCION DE LA GLUCOSAMINA 
Efecto unitaria _o especffico de la ~lucosamina. 
Podrfa ser que la inhibicidn obscrvada en presencia de glucosamina 
no fuera debida a1 compueato sino a un contaminants presente en la mis- 
ma.Se ha demostrado qua la adicidn de cationes bivalentes,especialmente 
de la primera serie de transicidn (Mn,Fe,Co,Ni y Cu),aumentan la efecti- 
vidad del N-matil isatin-beta tiosemicarbazona(l6)(17) quo inhibe la mu: 
tiplieacidn be1 virus I,CM o Sarcoma de Rous, 
La verificacidn de la nrrturaleza dal compuesto y su pureza se deter- 
mind mediante ensayos de polarograffa y absorcidn atdmica.Asf mismo se 
estudid el efccto de trcs compuestos de distinto origen comercial sobrc 
el rendimicnto do1 virus Junfn en cdlulas Vero para confirmar el efec- 
to especffico de la qlucosamina.Todas estas pruebas y sus resultadoa 
se detallaron en Materiales y Mbtodos. 
La precisidn de las medicionee realizadaa por absorcidn atdmica par- 
mitid asegurar la ausencia de cationes bivalentes .La determinacidn del 
podcr rotatorio indic6 que la droga era glucosamina y la comparacidn 
entre 10s tres compuestos demostrd que su origcn no influyd en su efectc 
En consecuencia la falta de partfculas infecciosas detectables por 
la tdcnica dc unidades formadoras de placas sa dabid exclusivaments a1 
efccto del compuesto. 
Accidn de l a  ~lucosamina  sobre  l a  i n f e c t i v i d a d  de d i s t i n t a s  c e w s  
de v i r u s  Junfn. 
Podrfa o c u r r i r  qua la actividad de l a  glucoaamina sobre  la  cspa 
XJCl3 f u e r a  debida a urn pecur ia l idad  de  la misma.Por esa razbn s e  en- 
say6,en f o r m  comparat iva,el  t ra tamiento  con glucosamina on c u l t i v o s  
infec tados  con d i f c r e n t e s  cspas ds v i r u s  Junfn,~as cepas usadaa fueron 
la ptdgena,  X J  L4l) ,la atenuada ,XJC13(50) y la  Mones Cazdn(51). 
Lo8 c u l t i v o a  ee infecttaron como se describid en Mater ia les  y Mbto- 
dos,mididndose la  l i b e r a c i d n  de v i r u s  alas 24 hs  pi.Los reaultados ob- 
tenfdos  s e  d a t a l l a r o n  an la Tabla 8. 
Tabla 81 Rendimiento de distintas cepas de virus ~ u n f n  
e n  presoncia de glucosamina. 
La8 t r e s  cepas probadas fueron i r ihiaidas  por l a  droep ya que no 8s 
*..----- ---. - -- ----C ---- --- 
CEPA TCO'VCENTXACION DE 
-.- ---- - --.-- - I GLUCOSAMINA (mid) 0 XJ 
i 16 o 
X J C l ? ,  
16 
o 
Mona  Cazdn 
16 
+I---- - . . la.- . -. l__- --. ---- - - - +  
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5.8 x l o 2  
( 5  
2.5 x 103 
( 5  
5,o x lo2 
< 5 
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d e t e c t 6  i 3 f e c t i v i d a d  en 10s sobrenadantss de 10s c u l t i v o s  tratados 
con glucosamina . 
Determfnacidn de 1a etapo de la mult iv l icac ibn  d e l  v i r u s  ~ u n f n  
mds vulnerable  a l a  accidn  de la  ~lucoaamina ,  
E n s a ~ o  i n - v i t r s :  La accidn  i n h i b i t o r i a  producida por l a  glucosami- 
na en 10s cult ivos  infec tados  con v i r u s  Junfn podrfa ser e l  r a su l t ado  
d e  una i n a c t i v a ~ i b ~  d i r e c t a  e j e r a i d a  aobre e l  v i rua  infectante.Con e l  
o b j e t o  de deterrninar si 6s- ocur r fa , ae  incubd una suapenaidn v f r i c a  
4 de 5 x 10 UFP en medio HLS conteniendo 16 mM de glucoaasina o en HLS 
s o l o  durante  1 hara a 37C.Al cabo de e s e  tlempo s e  di luyd convenien- 
temante e l  material para d i l u f r  o l a  glucoeamina a l f a i t e s  de aoncen- 
t r a c i d n  no act ivos.La z c t i v i d a d  r e s i d u a l  s e  t i t u l 6  por la  tdcnica de 
unidadear formadoraa de placraa.En l a  Tabla 9 s e  r e s m i a r o n  10s r e s u l t a -  
dos obtenidas.  
La suerpsnsidn viral t r a t a d a  con 16 mM de glucoaamina produjo e l  m i s -  
mo ndmcro de placae  que l a  auspan8idn control.De e s t a  f o r m  r e  descar td  
la pos ib i l idad  de un e fec to  d i r e c t o  de la  droga sobre e l  v i r u e  ~url fn .  
Pretratamiento d e  10s owltivos con ulucosamina:Los rendirnientos o b t e ~  
nidos en presencia  de B i s t i n t a s  cancentracianes de glucosamina (FiguraI) 
mostraron que l a  draw bloqueaba signi f ica t ivamente  la  formacidn de par- 
t f c u l a s  v i r a l e s  i n f e c c i o a ~ s  per0 en 8808 cas08 11 droga habga aido  agre- 
qada despuds de l a  a d s a r c i d n . ~  f i n  de analizar a i  s d l o  e l  t ra tamiento  de 
de la8 cilulas can d ichas  conoentraciones an t e s  de 18 infeccidn era su-  
f i c i e n t e  p r a  la inhibicidn o si s e  necesitaba la  droga a1 comienzo del  
c i c l o  de repl icacidn do1 vi rus  s e  observd la evolucidn do l a  ACP do 10s 
cul t ivoa infectados pretratadoa con medio HLS conteniendo 0,0;0.8;4.0~ 
E l  tratamiento de 10s cul t ivoa con l a a  d i s t i n t a s  concentmciones de 
glucoaamina 24 horas ante8 de l a  infeccidn con v i rus  Junfn,no inhibid 
la rapl icacidn v i r a l  ya que todos 10s cul t ivoa pre t ra tados  o no presen- 
taron 10s primer08 ind ic ios  de ACP a1 cuarto dfa post infeccidn,alcan- 
zando lo8 dfas  aubsiguientes 10s n ivs l e s  normales de posi t ividad.  
De es toe  datos  ae concluyd que la preincubacidn dnicarnente no e ra  
efect iva.8e necasi taba l a  droga presente en unls etapa poster ior  o du- 
ran te  la mdLtiplicacidn v i r a l  
Eta= de l  a i c l o  v i ra l  aobre la  aus a c t h  la ~lucosaminar Con e l  f in  
de es tableoer  la  etapa be repl icacidn bloqueada por la  drom se traba- 
56 de l a  s igu ien te  forma:los cu l t ivoa  de cdlulas Vero infectados con l a  
c e p  XJC13 se t r a t a ron  can 16  mM de glucosarnina durante dis t intos  perfa, 
doa,1.5,8 y 12 he pi .a l  cabo de 10s cuwles se lavaron 10s cu l t i vas  y as 
aqrer~d media HLS s i n  droga hasta completar Ias 24 he pi,momenta en e l  . 
qua se midid 81 v i rus  l iberado a1 extracelulareSimultdneamente se p r o c b  
86 otro grupo d e  cu l t ivos  infectados que recibieron la droga deapuds de 
4.8 y 1 2  horsL da in ic iada  la  infeccfdn.El medio HLS conteniendo la drw 
qa se dejd has ta  cumplir 1Ps 24 he pi.En 08s momento s e  determind l a  irk 
fec t iv idad de 10s sobrsnadantes.Los rsaultadoa de ambos grupoa s e  tabu- 
l a ron  en la Tabla 10. 
L a  preaenoia de 16 mWI de glucosamina durante  la adsorcidn redujo  en 
un 70% e l  rendimiento v i r a l  de 24 horas.As% mismo se observd una nayor + 
i nh ib ic ibn  a nsdida que se aumentd e l  tiempo de incubacidn con l a  droga. 
Eetos resultados indicaron un efecto ya a n i v e l  de adsorcidn y pene- 
tracidn sin embargo la8 e tapas  i d 8  aane ib las  ee r fan  la8 comprendidae en- 
t r e  laa  4 y 8 hs p i .  
Efecto de la  ~lucosamina  d e a ~ u b s  de v a r i o s  c i c l o a  de repl iuac idn:  Pa- 
ra conocsr si la  glucoeramina actuaba sabre  la r e p l i c a c i d n  do1 v i r u s  Ju- 
nfn una vez colnpletado e l  cic l .o , los  c u l t i v o s  infec tados  se mntuv ie ron  
en medio HLS s i n  droga por 24 d 48 horra  despuda de i n i c i a d a  l a  infeccid 
Transcurr idoe esos  tiempos la8 o d l u l a s  sa t r a t a r o n  con g1ucasamina.A lat 
24 horaa aubs iguisn tes  s e  midieron 10s rendimientos v i r a l e e . 1 0 ~  da tos  
s e  representaron  en la Fimra V. 
E l  t r a t amien to  oon 16 mM de &lucosamina redujo  un 9fi$(1,5 l o g a r i t -  
maa) e l  rsndimiento v i r a l  indegendientemente de queACsta se a p l i c a r d  a 
la8 24 d 48 ha p i .  
De e s t a  forma ss probd que la droga inhibe  l a  r ep l i cac idn  v i r a l  a h  
apl fcada  despuds d e l  t ranecurao de v a r i o s  c i c l o s  de mult ipl icacibn.  
Tabla 9: Efeoto de la glucoaanina sobre el virus ~ u n f n  
in-vitro. 
DILUCION 
10-3 
ninguno 
' ndmero de placas obtsnidas por cultivo.  
Tabla 10: ~ c c i d n  de la glucosarnina en distintos estadfoe 
de la rnultipl icacidn viral, 
----..- 
Tiempo de incubacidn Rendimiento de virus 
en preaancia de glucoaamina cxtracelular ' 
(horas) ( U F P / ~ ~ )  
". .- --- -----..- - --.. 
0  (control) 2.2 x 10 4 
4 
12 - 24 1.5 l o 3  
rendimiento medido a la8 24 hs p i .  
0-0 Control 
@-• Glucosamina 
Pimra . - V t Efecto ds la  glucosamina despuda de varios 
c ic los  do replicacfdn viral(A 24 hs pi ,B 48 he 
Revere ib i l idad  d e l  e fe2 to  de la  glucosamina 
Para conocer la i n t cns luad  d e l  daRo producido por e l  t ra tamiento  con 
1a droga ,ae diaefib un expgrimento en e l  cual la8 c b l u l a s  in fec tadas  8s 
nAntuvieron con medio HLS cu?teniendo 16 mM de glucosamina.Al cabo de 
24 horas  de incubacidn a 37C a e  r e t i r a r o n  10s sobrenadantes y 10s cul -  
t ivos  se lavaron una vez con 2 m l  de PBS.Inmediatarnente ae agregd medio 
HLS s i n  droga y s e  cosecharon a l f c u a b  de 10s aobrenadantes a 1as 12.24 
y 48 horas  pos t  lavado para determinar e l  rendimiento vira1,En estos 
c u l t i v o s  88 obaervd la  evolucidn de  la  ACP durante  9 d f a s ( ~ i g u r a  V I  ), 
La presencia  d e l  inh ib idor  durante  las primeras 24 horas  de infecc i6n  
no modifiod ni e l  tiempo n i  e l  grado de la ACP observada en 10s cultivoa. 
Lo8 rendimientos v i r a l e s  obtenidos a las  24.36.48 y 72 hs p i  se deta- 
l l a r o n  en l a  Tabla 11. 
De e s t a  manera se ha demostrado que e l  e f e c t o  bloqueador be l a  gluco- 
samina se r e v i e r t e  par lavado ya que 10s c u l t i v o s  no productores de v i r i o  
nes  l i b e r a r o n  a las 1 2  horas de levantada la r e a t r i c c i d n  p a r t f c u l a s  i n f e c  
cioaaa.  
Se comprobd adcmds,que la8 c d l u l a s  t r a t a d a s  mntuv ie ron  no adlo s u  via 
b i l i d a d  s i n o  tambidn l a  capacidad de producir  v i r u s ,  
Cindtica de r e v e r s i b i l i d a d  
t o 8  datoa do la Tabla 10 y loa  de r e v e r s i b i l i d a d ( F i a u r a  V I  y Tabla 
indicaron  quo en presencia  de glucosamina e l  v i r u s  conservd su i n t e g r l -  
dad g e n ~ t i c a . i n d i r p e n s a b l e  para su repl icac idn ,ya  que,como se indic6 an- 
ter iormentc s e  formaron v i r ion08 l i b r e s  a partir do c u l t i v o s  no pro- 
ductores ,S in  embargo no qe pudo e s t a b l e c e r  s i  e l  v i r u s  sdlo penetrd 
o 8 i  a d e d e  prosiguid su proeeso r e p l i c a t i v o  teniendo on cuenta que 
10s rendimientos se determinaron a las dace horas  posL lavado y ose 
tiempo coinc ide  con e l  encontrado p r a  el c i c l o  de mul t ip l icac idn  del  
vf r u s  Junfn,  
Con e l  ob je to  de e s t a b l e c e r  e l  tiempo neccsar io  para la  formacidn 
de la8 p a r t h u l a s  in fecc ioaas  a p a r t i r  de c u l t i v o s  infec tados  en pro+ 
senc ia  de l a  droga ,se  t r a b a j d  en la8 mismas condiciones que e l  experi-  
mento a n t e r i o r  tomando muestras a lae 2,4 y 6 horas post  lavado. 
En la F i ~ u r a  V I I  s e  muestran 10s r eau l t ados  obtenidos.  
Las p r t f c u l a s  in fecc ioaas  s e  de tec ta ron  asociadas  a las c i l u l n s  
a la8 b horas  pos t  lavado mfentraa que en e l  e x t r a c e l u l a r  se hallaron 
a la8 6 horaa de Lewntada l a  r e s t r i a c i b n .  
La in teg rac i6n  de todos e s t o s  r e su l t adoa  permi t i6  conocer la cind- 
tica de l a  r e v s r s i b i l i d a d  de la  glucosamina(Figura V I I I  ) . 
3 5 7 9 
D I A S  PI  
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Figura VI r Evolucidn de la ACP despuda de 24 horas de 
tratamiento con 16 mM de glucosamina. 
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Tabla 1 1 1  Recuperacidn de la in fec t iv idad  dsspuds do 24 ho- 
ras do tratamiento con 16 mM de glucosamina. 
+. d-- --....---- --- rl-L--- -- . .- - - . - I - - - I  - - : 
I Tiempo RENDIMIENTO I i 
/ (horas post lavado) i i I 
H O R A S  PI 
-0 Control 
Glucosamina intracelu I a r  
& 11 extracelular 
Fiwra VII r Reversibilidad de; l a  accidn de la ~luooaamina 
deepuda de 24 horaa de tratamiento. 
Figura VIII r Cindtica de reversibilidad del 
efecto de la glucouamina. 
Horas post lavado 
a Control 
G tucosamina extracelula r 
intracelular 
Es tab i l idad  de las e s t r u c t u r a s  e i n t t t i z a d a s  en presencia  de aluco- 
samina . 
Lo8 experirnentos a n t e r i o r e s  permit ieron c o n c l u i r  qua e l  v i r u s  ~ u n f n ,  
i n i c i a  s u  c i c l o  r e p l i c a t i v o  en presencia  de glucosamina pero d s t e  queda 
ds ten ido  en un es t ad fo  en e l  cua l  no ae l o  puede d e t e c t a r  por l a  tdcni-  
ca da formacidn de p lacas  ba jo  agar. 
A f i n  de deterrninar si 10s precursoras  v i r a l e a  eran degradados par  la 
c d l u l a  hudsped se i nves t igd  la e s t a b i l i d a d  de 10s mismos en t r a t ami rn tos  
d s  prolone;ados,Con e s t e  f i n  las  cd lu laa  in fec tadas  so incubaron en mo- 
d i o  HLS conteniendo 16 mi1 de glucosamina durante  24.48.72 y 96 ha pi. 
A 10s tiempoa indicados s e  $omran muestras de 10s sobrenadantes y las 
c d l u l a s  s e  lavaron exhaustivarnente con PBS.Luego se incubaron en  medio 
M 
HLS a i n  droga durante  24 horaa mds. 
Se determinaron 10s rendimientos v i r a l e s  de 18s muestras pre y post- 
1avado.Los r e s u l t a d a s  se muastran an la  Figura I X  
Mientraa la  glucosamina estuvo presente,no s e  d e t e c t 6  infecc ios idad  
en e l  aedio  e x t r a c e l u l a r  de 10s c u l t i v o s  ( F i ~ u r a  I X  A)pero a1 l evan ta r  
l a  r e s t r i c c i d n  todos 10s c u l t i v o s  produjeron.24 horaa md8 tarde.rendi-  
nientos v i r a l e s  semejantes a 1  c o n t r o l  de 24 hs p i  ( F i ~ u r a  I X  B ) .  
La produccibn viral de 10s c u l t i v o s  infec tados  en ausencia  de la dro- 
ga aumentb coma consecuencia de nuevos c i c l o s  da r ep l i cac idn  v i r a l  mien- 
tras que en 10s t r a t a d o s  e l  n i v s l  Sue e l  mismo debido a que en el106 
e l  v i r u s  i n i c i d  un dnico c i c l o .  
La e s t a b i l i d a d  observada permi t ib  conc lu i r  que l o 8  precuraoree v i ra-  
lcs s i n t e t i z a d o s  e n  prcsencia de 16 m14 de qlucosamina eststban protegidoe, 
d e  las  enzilnae d e l  hudsped. 
0 CONTROL 
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Fimra T X  : Estabilidad de la8 estructuras ~intetiaadaa en 
preaanoia de 16 r n ~  de g1ucoaamina. 
S f q t e s i s  de nacromol&culas del  hudsped en pregencia de glucosamina 
E l  t f e c t o  de l a  slucosamina sobre l a  o f n t c s i s  ds dcido r ibonucle i -  
co ( A W )  y protcfnaa  cexulares  se invsqt igb  en cuI-tivos normates e in-  
f e c t a d o s , t r a t a d o s  o no con 16 mM de glucosamina como s e  desc r ib id  en 
Mater ia les  y :ildtodos. 
BQ I n s  Piguras X y X I  se mi.testra la c i n d t i c a  de incorporacidn de 
'H-UTP en l a  fraccidn dcido p r e c i p i t a b l e  cxpresada cono cuentas  por  m i -  
?uto (cp%) por microgramo (ug) de protefna.Cada punto de laa figuras re- 
presonta e l  promedio da t r e s  determinacioncs. 
Los c u l t i v o s   orm mates incorpararon l a  r ad iac t iv idad  lfnealmente du- 
r a n t e  las primeras dace haras nientras que 10s  c u l t i v o a  tratadoe con 
16 dc glucosamina lo hicleron duranta  menoa tiempo (8  horas).A par- 
t ir  d s  csas de eaos tiempos l a  entrnda d e  3~-IJTP fu c  cans tante  an aa- 
bos c u l  t ivos.  
E l  t r a t a q i e n t o  con el inhib idor  produjo una disminucidn d e l  5077 a- 
proximdaqente de l a  s f q t e s i s  de ARY celular. 
ta infecc idn  con virus ~ u n f n  aumentd l a  velocidad de afntes is  da 
ARV aunq1.m e l  nivel de incorporacidn de 'H-UTP,~ partir de las 8 horas 
fue %enor quo en 10s cu l t ivoa  normalas sin i n f e c t a r .  
En presencia d e l  inhib idor  laa c 6 l u l a s  i n fec tadas  incorporaron a t a s  
24 horas  un 30% do l a  r a d i a c t i v i d a d  en cornparacibn con 10s infectados 
en aus tnc ia  Be droga. 
En 1.a Tabla 10 y F l ~ u r a  X I T  se dstallaron 10s rcsultados de la sfn- 
tests pro te ica  medida oomo incorporacidn de 35~-metionina.  
La incorporacidn de 35~-ne t ion ina  en las c d l u l a s  Vero normales tra- 
t a d a ~ c o n ~ 1 6  mM de gtucosamina r e e u l t b  en las  primerag horas un 23% me- 
nor que l a s  m i s m a s  c d l u l a s  s i n  t ra tamiento.  
A las 8 horae 108 va lo res  de incorporacidn fueron e imi la res  para nm- 
bas c u l t i v o s  independientemente d e l  t r a t r a t amien to  con e l  inhib idor .  
Los c u l t i v o e  infootadoa , t ra tados  o no,incorporaron e l  isdtopo en l a  
nislna proporcidn ( F i m r a  XI1 ) , 
De e a t o s  reaul tadoa  as ctoncluyd que la glucosamina no inh ib id  la 
s f n t e s i e  p ro ta ica  en la8 o d l u l a s  Vsro in fec tadas  con la  cepa X J C l 3 .  
En resumen e s t o s  r e su l t ados  demostraron que en presencia  de ~jlucosa- 
mina no ae  de tec tan  p a r t f c u l a s  v i r a l e a  asociadas  a la8 c d l u l a s  n i  li- 
baradas a1 mmdio e x t r a c e l u l a r  aeRalando que la a f n t e a i a  d@ vir ion08 
e s t d  bloqueada.AsL miamo a e  comprobd que s u  efeoto  no 8s e j e r c f a  a ni-  
v e l  de adsorc i6n  o penetraeibn s i n o  en una s t apa  pos te r io r .  
Loc enaayoa de r e v e r e i b i l i d a d  indicaron qua la8 e t a p a  tempranas 
d e L l a  r e p l i c a c i d n  v i r a l  no e ran  a fec tadas  s i n  embargo,fue d i f f a i l  ea- 
t a b l e c s r  e l  e s t ad fo  t a r d f o  inhib ido  por la glucoaamina. 
Con e l  ob je to  de aclarar a l g o  d s  e l  maoaniamo de acc idn  de la dro- 
ga s e  i n v e s t i g 6  l a  s Z n t e s i s  de antfgenos v i r a l e a  y la  produccidn de 
p a r t f c u l a s  f f s i c a s .  
H O R A S  
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PIGURA X t SINTESIS DE ARN EN CELHLAS VERO NORMALES 
EN PRESENCIA DE GLUCOSAMINA 
HORAS P I  
0-0 Control 
&-A Gluc osamina 
FIGUM XI I SINTESIS DE ARN EN CELmAS VERO IYFECTADAS 
EN PRESENCIA DE GLUCOSAMINA 
Tabla 12 r Incorporacidtl de 35~-metion&na en cdlulas Vero 
normalas en pressncia de glucosamina. 
C.-- - _ I_ -  L--- - - .- --. 
~ ? l \ r l / / r n ~  de protefna 
Tratamiento 
4 hs 8 hs 
-.--- - -- 
34.634 ninguno 39.728 
16 my4 glucosarnina 26.022 34.504 
-...&-A- _II' 
0-0 Control 
0-0 Glucosamina 
Horas p i  
FIGURA X I 1  : SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS VERO 
INFECTADAS EN PRESENCIA DE GLUCOSAMINA 
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Accibn de l a  slucoaanina sobre la s f n t c s i s  de antxgono v i r a l  
y produccidn de p a r t f c u l a s  f f s i c a s .  
S f n t e s i a  de par t f cu la8  v i r a l e a  a n t i ~ b n i c a s r ~ o s  ensayos de inh ib ic ibn  
demostraron quo no hub0 l i b e r a c i d n  de p a r t f c u l a s  in fecc iosas  ( v i r i o n e s )  
en presencia  de glucosarnina,pcro podria euceder que la8 par t f cu laa  s e  
formaran y oareoieran de la capacidad de i n f e c t a r  urn cblula,como se ha 
demostrado para e l  v i r u s  Herpes Simplex (36) y para un oncornavirus nu- 
r i n o  (31  ) en presencia  de 2-deoxi-D-~lucoaa, 
Para e s c l a r e c e r  e s t a  h i p d t e s i s  s e  pur i f i ca ron  10s sobrenadantes de 
l o 8  c u l t i v o s  in fec tados  con y s i n  t ra tamiento  oon glucosamina y se ino- 
cu laron  a conejos para l a  obtencidn de sueroa hiperinmunes,como as dea- 
c r i b i d  en Mater ialee y M Q ~ O ~ O S .  
La presencia  de antfcuerpos n e u t r a l i z a n t e s  a n t i v i r u s  ~ u n f n  (Toblas 
0 r 1 4 ) s e  d e t e c t 6  por la prueba de neu t ra l i zac ibn  que se r e a l i z d  por 
las  tdcnicae  de raducci6n de placae bajo agar y por la  i nh ib ic idn  de la 
ACP. 
E l  inmunoauero C,diluEdo 1 j80 ,neu t ra l i zb  la  capacidad i n f e c t a n t e  de l  
virus Junfn .Lo c o n t r a r i o  ocur r id  con e l  inmunoouero ~ , d i l u f d o  Ir5,que 
se comport6 como e l  suero  normal de conejo. 
La carencia  de ant icuerpos  n e u t r a l i z a n t e s  en e l  inmunosuero G indi-  
cd la  ausencia  do pa r t f cu laa  an t iqdn icas  en 10s sobrenadantes de 128 cd. 
lulas Vero in fec tadas  con la cepa XJC13 y tratadas con 1.0 mbl be gluco- 
samina, 
Tabla, 121 Deteccibn de antfgenas neutraZizantos on. 10s 
sueros C y G par reduccidn de placas bajo agar, 
Promedio de1 ndrne- $Nautra1.izsci6n 
ro d e  placas por c u l t i v o *  I 
I 
I 
XJC13 + suero normal 
XJC13 + inmunosuero C 
' obtenido de cinco C U ~ ~ ~ V O S .  
1880 
XJC1.3 + inaunosuero G 
1 1 5  
--- 
.- I --- 
Tabla 14:Deteccibn de antfgenos neutralizantes en 10s 
suaros C y ;G por inhi  blcidn de la ACP. 
Logl0 I9 calculado como el logpritmo del cociente cntre e l  
tftulo de1 virus tratado con suero normal de conejo y el tg- 
tu lo  del virus tratado con 10s inmunosueroa C y G 
. . I L - - ~ -  _ ------lll.l--- - 7- -- -- - -- - -. - -. -- - - - 
Me zcla Tf tulo ( logl0  DICTSO) 
-.- . -. - --. -..---.- - 
XJC13 + suero normal 6950 
1 1 5  
XJC13 + inmunosuero C 
1180 
XJC13  + inmunosuero G 6 .50  
--- -- - ----- - - - - - - - "  
-- - --...---..--. -- 
- -1 
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I 
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S f n t e s i s  de ant fsenos  virales en c d ~ u l a s ,  t r a t a d a s  glueosamina 
tlas c d ~ u l a s  in fec tadas  producen como consecuencia do l a  replicacidn 
vi ra l  aqtfqenos capecff icos  dctcctables por inaunofluorescancis  ( I F ) .  
'4ediante e s t a s  tdcnicas  so pueden marcar antfgenos v ira les  i ~ t r a -  
cc'l~ularetp sl.ntelizsdofs en el citoplaama de l as  c d l u l a s  fqfec tadas  y fi- 
jadas con acctona.hsf mismo ea pos ib le  d e t e c t a r  antfgenos v i r a l e s  loca- 
lieados en la  membrana c i toplasmdt ica  , l o a  cua les  ae  obstrvan en 11 su- 
perficio do la8 c & l u l a s  in fec tadas  s i n  f f jar .  
Con el ob je to  de ca tud ia r  si en prcsencia  d e  glucosamina se bloquea- 
ba l a  formacidn de 10s ant feenos  c i t o p l a s ~ n d t i c o s  o e l  da s u p e r f i c i e  o 
ambos a e  proceearoq cultivoa como se desc r ib id  en Materialea y ~ d t o d o a .  
En l a  TAbla 15 s e  resumen 10s r eau l t ados  de una expariencia  realiza- 
da con una r e l a c i d n  v i rus-c&lula  de 211. 
Lo8 porcenta.ja8 de antfeenos ~Ctoplaarndt ico o de superficie se de- 
teraind coqtando 300 cd lu laa  por cu l t ivo .  
La8 c6 lu laa  normales,con y s i n  tratarniento con glucosamina,no pre- 
sen ta ron  f luoresccncia  indicando que no hub0 reaccionea ineapeci f icaa  
e n t r c  e l  inmunoauero y las  cdlulas. 
En la8 cdlulas i n fec tadas  s e  obeerv6,en e l  citoplaama de las  cdldtas 
f i j a d a s , l a  presenoia de antfgeno vira l  f luoreacente  formando i d g e n t s  
= a w l a r e s  que s e  iban haciendo mds difusas con e l  t ranacursa  de 10s 
dfae.Mientras que en laa cd lu laa  v i a b l e s  s e  d e t e c t 6  en la  s u p e r f i e i s  
determinantGs ant ig6nicoa coma qrdnulos de forma irresgular que f luores-  
c fan  intenearnante. 
El porcentajo de cdlulas con antiseno de superficie aumentd con el 
transcurso dc la infaccibn(~abla1~)mientras que el citoylasmdtico se 
~antuvb canatante, 
TJoS cult ivos  infoctados y tratados con 16 mM de qlucosamina presen- 
taron a n t f ~ a n o  citoplasmdtici, do lae mismae caracterfsticas que 1.0s cul- 
tivos infectados sin tratar,aunque 10s porcentajes fueron a1.p i n f e r i o -  
res. 
Yo Fse visualizd antiqcno dc superficie ell estas cC1 u l a s ,  infectadas 
y trstadas con 1.a r l r o g , e n  r l in~uno da 10s tiempos onsayados(Tab1a 15) .  
T,os rsndimierltos virales do estos cultivos se determinnroA gar UFP 
y ec dctallason en la Tabla 16. 
Yuevanente no fuc posible detectar virus infoccioso en 10s sobrnna- 
d a n t e s  dc 10s cul tivos tratados con qlucosamina, tos cultivos infectsdoa 
s i n  t ra ta r  mastraron 10s nivclea normales de producci6r-t viral.. 
Se sstudiaron cGlulas infectadas con d i s t i n t a s  rnult,iplicidades de in* 
fccci o'n obtenl.bndo~;c? rasultados s iq i  la res  a I os prtsantados. 
Tabla ~SrSEntesis dt antesono c i to? la sn&t ico  y de sunerficic 
en preaencia d e  glucosamina. 
" sa dotermind contando 500 cdl.ulaa por preparado. 
,.,1, ant,,eno c ~ t o ' p ~ a s ~ t i ~ o *  * 
-+- contro l  tratado ----- -.- C" 
i 
i 
72 I 70 
- 
.-1 
1 
I , an,,eno tie superfici~ , 
control  trat.ado 
-----.* 
horas pos t  adsorcibn. 
'Fabla 16; Rendimiento de vf rus J u n f n  en prcsenci.a de r;yl~~cosa.mina, 
-.- 
1 f iendiniento viral I 
Tieepo I I 
I I ( \ J F P / ~ ~  ) j ths p i !  i i I control  tra.tada I 
1 . -  ... I ,-~--. - -- - I 
I a  preser~r: la Go antigeno c ltoplasmatico en 10s cul t ivos irsrectauas 
y cracauos con glucosaaina demostrd que el virus inicid su cic lo  repl i -  
cativo pero no se liberd a1 madio extracelular lo que explica la au- 
sencia do antigeno de superxicie. 
Estos hallazqos confir~naron 10s experirnentos preliminares en 10s cua- 
les se habfa observado el qi-arno o f e c t o ,  
En larr F O ~ O Q ~ ~ ~ ~ L S  1 ,? , , y  5 sc O ~ R C P M ~ ~  1.0s a n t f q e n ~ s  ritop~asmdticos 
detcctados por TF en la9 cdl-ulas Vero i.?fectadas co? virus .~unfn,cepa 
XtTC13 ,con y s in  t ratamtsnto con slucosanina,  
--r =
- .WL *+.-.- ,.-.. 
-+- :..:Y>.W:" T-t z g. I: T* .- ! -- - . 7.: -I 
: * . , . L . . .  . - 
. - .h . 1 - t 1-. 
F a t o g s f f a  1 II A n t i q e n o  . c i t o p l a s d t i c o  en cdlulas Vero infec- 
tadas con viruo ~ u n f n  a las 48 hs p i  (500 X )  
F o t o m a f f a  2 1 ~ n t f g c n n  citoplasmdtico s i n t a t l z a d o  
en c6lulaa Vero infectadas con virlrfl 
' 
Fotografia 33 ~ n t f g e n o  citoplasmdtico si ntetizndo en 
prescncia d c  glucossmtna (500 K). 
En l a8  tres f'otogroffaa so Observaron grdnulos intensamente f luores-  
centcs.La imagen presentada por cada uno de 10s oultivds result6  id&- 
tica.sin variaciones en la intensidad ni en I n  distribucidn de 10s grd- 
nu1 os. 
Bn la ~otonraffa 4 s e  observa el. atltfgeno de superficie presentado por 
l a s  cdlu l ss  Vero infectadas s i n  tratar con qlucosamina. 
~ a t o s r a f f a  br Antfgeno de super f i c i e  en cdlulas Vero 
infectadas con virus JunEq (1000 X). 
Sobre la aenbrann de las cdlulas infectadas so v i s u ~ . l i z b  ~ r d n u ~ o e  bri- 
Itantes d e  forma irregular. 
Formacidn de mrtfculas  f L i c a s  en cultiv* tratados con nl.ucosa_mina 
Los cul t ivos  de cdlulas  Vera infectados con una al ta  dosis da virus 
Junfn,aepan XJC13,aproxLmadamente 100 UFP por c G ~ u l a  a t  proccsaron para 
microscopfa electrbriica como so dotal16 en Material88 y ~ b t o d o s .  
La Fotomaffa 5 muestra partfculas virales brotando de la  mernbrana. 
citoplasmdtica de una cdlula infectada con v irus  Junfn. 
Fotograf fa 5 r Fotomicrograf fa electrdnica de c 6 l u l a s  
Vero infeotadas con virus ~ u n f n  
La fotomicragraf~a electrdnica muestra una cdlula dlero despu6s de 
72 horas de infecc i6n con e l  virus Junin.En la  superf'icie do l a  m i s m a  
aa observan partfculas brotando y otras libres en el medio cxtracelu- 
lar.I,a morfologfa de cstas  particulaa correspondid a las tfpicas des- 
criptas para 10s ~renavirue(63-66). 
En las cdlulas infectadaa se observd un aumento en la cantidad de 
ribosomas y alteraciones morfoldgicaa en las mitocondrias. 
En la8 cdlulas infectadaa y tratadas con 16 mM de glucosamina no se 
observd la presencia de eetructuras relacionadas con partfculas viralea 
ni en la membrana externa de la8 cQlulas ni en el medio extracelular. 
Estas conclusiones se obtuvieron dospuds de obaervar 500 c ~ l u l a s  infcc- 
tadas oon y sin tratamiento con glucosamina. 
P A R T E  1 1 . 1  
ACCTON DE LA GLUCOSAMINA SOBRE OTROS AHENAVIH,&s 
Ss dstermjnb el efecto da la glucosamina aobre l a  replicacfdn de 
10s virus Tacaribe y Pichindd, 
Virus Tacaribe 
C b l u ~ a s  Vera infectadra con virus Taoaribe se trataron aon medio HL! 
conteniendo 16 mM de glucoaamina durante 24 horas a 37C.Al finalizar 
el tratamiento ee midi6 el rendimiento viral par la tdcnica de unida- 
des formadoras de placas(Tab1a 17) 
Tabla Rendimiento da virus Tacaribe en preaencia 
de glucoaamina . 
I Tratamiento Rendimiento viral '  
i C - - - - - --.4 --" -------- - 
I 
I 
I ni.nguno 8.0 x lo2 
I 
I 
'medido a laa 24 hs p i .  
T J ~  ,gl.ucosamina impidid la produccfbn de partfculas Lnfecciosas tal 
ACCXO V Dr;L BI Y LA GLIJCOSAMINA SOBHE L6S VIRUS J U N I N  Y 
TACARIBE TY VLVO 
Los compuastos de mayor a c t i v i d a d  a n t i v i r u s  Junfn  i n - v i t r o  se en- 
sayaran en d i f e r e n t a a  animales de l a b o r a t o r i o  a f i n  d e  determinar s u  
v a l o r  t e r a p e 6 t i c o  in-vivo. 
Se lecc ibn  de l  hudsped apropiado . 
E l  vi rus  Junfn m u l t i p l i c ~  on d ive r sos  animales da l a h o r a t o r i o  00- 
ma ssr cobayo,hdmster,ratbn y rata, 
TJoe oobayos son 10s d s  usados porque reproducen en farma experi- 
mental l a  enfermcdad qua e l  v i r u s  produce en 10s acres humanos. 
La inoculac idn  d e ' l a  cepa prototipo,XJ,cauaa en el cobayo un cua- 
dro hemorrdgico c a r a c t e r f s t i c o  dado par  l a  apar ic idn  de petequfas  en 
la8 mucoaaa,plaquetopenia,atucopenia y var iac iones  en e l  sediment0 
trrjnari  o con una a c i d i f  icac i6n  c r e c i e n t e  da l a  or ina (67)  .'I,os aninales 
pierden peso en forma cont inua,se  aisla virus de ~ n q l i o s  y plasma y 
mueran entre los dfaa 11 y 15 pqst inocutacicfn(37). 
La s u s c e p t i b l l i d a d  de l  rat& f r e n t e  a l a  infecc ibn  con virus ~ u n f n  
e s  independiente de l a  cepa dc  ratdn yede l a  d o s i s  de v i r u s , s i n  am- 
bargo depende de la edad d e l  mismo(68). 
Glucoramina MM 
Fi31;ura XLIX: Kendimionto de virus Tacaribe en preaencia do con- 
- 
centracionea cr6ciantes de glucoaarnina, 
Tabla 181 Rendiento de v i r u ~  Tacaribe en presencia de 
rendinionto viral doterminado a las 30 hs p i .  
A,. . -- --.-"I. . - . - - -- -- 
Tratami ento Rendimientol % Inhibicibn 
( U F P / ~ ~  ) 
I 
---------..-. - - - 
ninqilno 
. - ---. 
5.0 x 10 4 0 
16 rnv gl~~cosamina 1,0 x lo3 
6 . 4 -  ---. --. ----- - - ----- - J 98 - ------ . - . - 
Virus Pichindd 
Log atilto* d& la 7nbl.p 19 muecltran la inhibicidn observada a1 tra- 
t a r  l o 8  c u l t i v o s  infec tados  con v i r u s  Pichinad con 16 rnM de qlucasarnt- 
Tabla 12: Randimisnto de 24 y 48 hs  p i  de v i r u s  Pichind& 
en presencia  de 1 6 m ~  de glucosamina. 
Tra tamiento Rendimiento v i r a l  
16 mM glucosamina 
3 
Tlo8 cultivoer infectadoa con v i r u s  Pichindd y t r a t a d o s  con glucosalni- 
na no presentaron ninguna a l t e r a c i b n  morfol-dgica (ACP) , s i n  embargo e l  
v i r u s  s e  mantuvo v i a b l e  ya que dichos c u l t i v o s  produjaron.24 horas mda 
tarde 3.4 x l o 2  U F P / ~ ~  a1 l evan ta r se  l a  r e s t r cc idn .  
TJoa ensayos de r e v e r s i b i l i d a d  rea l izadoa  en 10s c u l t i v o s  infec tados  
con virus Pichindd y tratados con e l  inhib idor  confirmaron l a  e s t a b i l i -  
dad de l o s  precuraores v i r a l e e  tal como ocur r id  con e l  virue ~ u n f n .  
P A R T E  , I V  
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ACCIO;q DSL BX Y LA GLUCOSAMINA SOBHE LQS VIitUS JUNIN Y 
TACARIBE I Y  VIVO 
Lo8 compuostos de mayor a c t i v i d a d  a n t i v i r u s  ~ u n f n  i n - v i t r o  s e  en- 
sayaron en d i f e r e n t e e  anima1.e~ de l a b o r a t o r i o  a f i n  d e  determinar s u  
valor t e r a p e d t i c o  in-vivo. 
Se lecc idn  de l  hudsped apropiado 
E l  v i r u s  ~ u n f n  m u l t i p l i c a  en d ive r sos  animales da l a b o r a t o r i o  CO- 
rno s e r  cobayo,hdmster,ratbn y rata. 
t o s  cobayos son 10s mds usados porque reproducen en farma experi- 
mental l a  enferrnedad que e l  v i r u s  produce en 10s a e r e s  humanos. 
La inoculacidn do-la cepa prototipo,XJ,cauaa en el. cobaya un cua- 
dro  hemorrdgico c a r a c t e r f s t i c o  dado por la a p a r i c i d n  de p e t e q ~ f i s  en 
l a s  mucoaas,plaquetopenia,Ieucopeni~i y var iac iones  en  e l  sediment0 
trrinario con una a c i d i f i c a c i h  c r e c i e n t e  de 1.a or ina (671 , tos  aninales 
pierden peso en forma cont inua ,se  a i s l a  v i r u s  de m n g l i o s  y p l a s m  y 
mueren e n t r c  1.0s d i a s  11 y 1 5  post inocu1.acibn(37). 
* 
La s u s c e p t i b i l i d a d  de l  r a t d n  f'rente a l a  inf'eccidn con v i rus  ~ u n f n  
e s  independiente de l a  cepa da r a t d n  ylde l a  d o s l s . d e  v i rus ' , s in  en- 
bargo depende de l a  edad d e l  mismo(68). 
E l  ratdn l a c t s n t e  dosa r ro l l a  una enfermedad d e l  sistema nervioso 
c e n t r a l  qua le causa l a  mucrte,mientras que e l  rat& a d u l t o  inoculsdo 
con la  misma dos i s  y por l a  misma vfa resiste l a  infeccidn s i n  s i s n o s  
cl fn icos  ( 69). 
La enfermedad r~euroldqica que mata a1 ratdn rec idn  nacido so debe a 
un fendmeno inmunoldgico producido por l a  invasidn masiva de leucoci-  
t o s  en e l  sistema nervioso central(7O),mientras  que en e l  r a t b n  adul- 
t o  e l  v i r u s  Junfn induce un es tado de s s n s i b i l i z a c i d n  de t i p 0  adlular 
que no produce manifestaciones c l l n i c a s / ' / l ) .  
En 10s hdmsters reciCn'nacidos la  infecc idn  por virus Junfn origino 
un cuadro agudo con loca l i zao i6n  d e l  antigono viral y virus infeccioso 
en 10s drganos linfdticos,hf~do,cerebro y pulmbn.En cerebro  l a  concon- 
t r a c i d n  de ant igen0 aumenta hasta el dia a@ muerte que ocurre alreaedo' 
d e l  aia 1~ post inoculacibn(72) .  
21 v i r u s  J u n f n , c o p  XJ.produce un 100$ de mortalidad en ratas recidn 
nacidas.Este valor disminuye qradualmente a p a r t i r  dc 10s 1 2  dfas apro- 
ximadamente ,corn0 ocurra  con e l  r a tbn(73) .  
Para determinar l a  e f i c a c i a  de una droga in-vivo ea necesar io  elogi-  
un nodelo qua pcralla d e t e c t a r  l a  rep l icnc idn  del v i r u s  y a 1  miamo t i e n  
po a1  qus ae l e  pueda adminia t rar  il antiviral en es tud io  preferante- 
msnte por vfa o r a l .  
La elecc i6n  d a l  animal  dptimo para r e a l i z a r  un ensayo con 8roga.s 
a n t i v i r a l c s  y virus Junfn no es f g c i l .  
E l  anirnml mds apropiada parace s e r  el. cobayo por l a  forrna en q7.ie 
reproduce l a  enfermedad y por l a  f a c i l i d a d  de administracidn por vEa 
0 r a l ~ 3 i . n  embargo este  animal no se se~ecciond debido a qus en 10s en- 
sayos p r e l i 3 i n a r s s  10s compuastos administrados r c su l t a ron  excssiva- 
monte tdxicoer para 10s m i s r n o e r , ~ d e ~ ~ ~ ~ s  e x i s t f a n  d a t o s  en l a  b i b l i o s r r -  
f f s  acerca de la  alevada s e n s i b i l i d a d  de t o s  cobayos f r e n t e  a d i f e -  
rentes  d r o g s ( l 7 ) .  
E l  v i r u s  Tacaribe , re lacionado antigdnicamen to con e l  virus ~ u n f ~  
(74) produce un 100% d e  mortalidad en 10s ra tones  recidn nacidoe in- 
fec tados  experimentalmente,Esta s e n s i b i l i d a d  00 so altera hasta 10s 
11 d f a s  diemi quyendo luego 3radualmante. 
La nortalldad a 10s 20 dfas de edad as de un 60 a 8076 (75) a d i f e -  
rancis d e l  v i r u s  , ~ u n f n  que sdlo  m t a  a1 20% de 10s animales.La mayor 
p a r t e  de 10s experiment08 se r e a l i z a r o n  oon e l  v i r u s  Tacaribe porque 
se co~siderb a7ropisdo e l  porcen-je de mortalidad ,Estos  animales 
puaden alimcntarse por sf mismos l o  que fac i l i t a  l a  administracidn do 
la d r o e . E n  10s mds pequefioa 10s t ra tamlentos  por vfn oral se  ven en- 
torpscidoa por e l  hecho do aer l a c t s v t e s .  
"bxicidad del B I  para 10s catonea 
Para determinar l a  toxic idad  $el B I  a u2 grupo ds 20 r a toncs  do 20 
dfaa de edad st t e s  a d q i n i a t r b  0,$ ~R/rn l  do 01 e n  e l  a-gua durante 14 
dfas,mididndosc todos 10s dfas el volunen de agua ingerida.  
Un grupo de c a r a c t s r f a t i c a s  s i rn i la res  pero a1 que no s e  le adminis- 
*rb droga sirvid como cont ro l .  
Como Indice ds toxic idad  s e  determinaron laa var iac iones  en la8 cur 
vas pondera1.e~ pesaqdo 10s animales durante  30 d f a s . ~ d e m i s  se canside- 
r d  'la supervivencia do 10s aninnlee tratados.'t,a 3guraXI~ muestra las  
curvas obtenidas.  
La cvolucidn de.Zos paeoa en ambos ~ r u p o a ,  tratados y a i q  tratar,  
fue caai  idbntica,aunque un 30% Be 10s animales tratados murib entre 
10s 9 y 13 d f a s  despuds de iniciado e l  t ra tamiento  por l o  que s e  d e c b  
d i d  qi le 10s anirnales infec tados  s e r f a n  t r a t a d o s  Burante 9 d f a s  o me- 
nos. 
~ d r n i n i s t r a c i d n  de  Bfa r a tones  in.9ectadoa con v i r u s  Taearibe 
Los ra tones  se anes tesfaron  levemente a n t e s  de s e r  inoculados por 
vfs  intracerebra1 (ic) con 10 DL50 para r a t h  d c  v i r u s  Tacaribe. 
E l  t ra tamiento c o m i s t i b  en l a  administracidn de 0,5 m~q/ml de Bf 
durante  9 dfas.La droga se renavd cada t r e s  d f a s  y una vez finaliza- 
do e l  t ra tamiento  se l e s  ~ d m i n i s t r d  agua sin droga. 
t o s  animales s e  peaaron diariamente y so r e g i s t r d  l a  qortalidad 
ocurrida en cada grupo (Fiprurao X V  Y .  XVI) 
La a d a i n i s t r a c i d n  de B T (O,5 m d r n l )  no modified laa curvas pan- 
dtrates  obtanfdas para l a s  d i s t i q t o s  grupos indicando quo l a  evolucidn 
de 10s pesos fue independiente d e l  t ra tamiento.  
E l  t ra tamiento  con eaa dosis dc! B I  redujo  s ignif icat ivarnente  La mor- 
ta l idad  de 10s ratones inoculados con virua Tacaribe. 
Ilea ratones Ue ambos grwpos,tratadors o no,rnt~rieron cntre 10s 8 y 11 
dfaa p o ~ t  inoculacibm. 
A f i n  de as tab lece r  s i  otras t ra tamientoe  con l a  droqa tasb idn  pro- 
taqfan a 10s ani.males irllectarlas con virue Tacaribe se r e p i t i 6  el ex- 
p e r i m e n t ~  var iando  l a  concentraoidn de R 1  o e l  tiempo de administracidn,  
So trabajd con cinco grupos de 36 r a tones  cada uno inoculados con 
10 DLSO de virus Tncaribe,Las corlcentracioqes au~ninistra3das fueran : 
O f 0 , 2 5 r O , 5  y 1.0  r n d n r l  de RI durante  9 dfas, E l  quinto  grupo se t r a t d  
con 0.5 mg/m2 d e  HT pero durante ~810 7 dfas ,  
La concentracidn de 1 , O  vg/ml se ensayd para pader cstablecer ni 10s 
nnimales r e s i a t f a n  campletamente a la infeucibn,  
En la F i ~ u r a  XVII se obaervan las curvas de mortalidad da 10s dia- 
t i n t o s  grupos, 
La inoculnci6r-1 con LO DL50 para r a t b n  de v i r u s  Tacaribe rasu l td  le- 
taZ para el. 8044 do 1 os animales infectados.La mortal idad dc 10s ratones 
t r a t a d o s  con O , 5  m d m l  de BI se redujo a1 lo$. 
La dosia da O , 2 5  mp/ml no p r o t e ~ i d  a loa animales mientras qua la 
d o s i s  de 1.0 mg/ml potencid e l  ef'ecto de la  infeccibn ya que e l  10% 
de 10s animaleg rnurid al ddcimo dfa  post  inoculacibn. 
~ d m i n i a t r a c i b n  de B I  a ratonos infectadoa con v l ~ q a  JU& 
El t ra tamiento  d s  efectivo.tomando como base 10s datos  obtenidos con 
e l  v i r u s  Tacariba.88 ensayd en ra tones  inoculados con v i r u s  ~ u n f n ,  
Grupos de 23 ratonea cada uno do 20 d fa s  de edad se inocularon par 
vfa i c  oon 1 0  DL50 para r a t dn  de v i r u s  Junfn,cepa X J  o XJC13.  
LOB a n i m l s s  infsc tados  se t r a t a r o n  con 0.5 m d m l  de BI en forma o- 
ral duran t s  9 dfaa.Diariamente s e  r e g i s t r d  la  evolucidn de lo8 peso8 
y la mortalidad de lo8 d i s t i n t o e  grupos, 
Lo8 grupos aon t ro l  y t r a t a d o a , p r a  cad@ cepa vira1,presentaron 10s 
miamos valorea de m o r t a l i d a d ( 5 s  para e l  grupo con t ro l  inoculado con 
la cepa X J  y 49$ para e l  t r a t a d o t e l  o t r o  grupo contro1,inooulado con 
X~C13,presentd un porcentaje  de mortalidad de 61% y el tratado de $46) 
indicando que la  droga no ev i t d  e l  desenlace de l a  enfermadad. 
Lua exper iencias  ae r e p i t i e r o n  t ' res  vcces obtenidndose aPempre 10s 
mismos resu l t ados  o sea va lo res  de mortalidad a lgo  i n f e r i a r c s  para 10s 
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rox ic idad  de l a  ~ lucosamina  para r a tones  
Para determinar la  toxic idad  d e  la glucoaamina a un grupo de 18 ra- 
ton68 d6 7 dfas de edad s e  le inoculd diar iamente por vfa i n t r p e r i t o n e a l  
0 , 5  m g / m l  de droga en medio i s o t b i c o . ~ t r a  grupo de c a r a c t e r f s t i c a s  si- 
milares  a1 que s e  1s inyectd  e l  d i luyen te  sirvib como cont ro l .  
La inooulacidn se r e a l i z d  durante  cua t ro  dfas y so regietrd el peso 
de 10s an&males durante  10 dfas. 
Los incrementoe dc pesos ftxeron iddn t i cos  para ambos qrupos no pre- 
aentando e l  grupo t r a t a d o  n inmna  manifeetacidn tdxicp .  
La adrniniatraci-dn de 0.4  m d m l  de glucasamina en forma o r a l  ae rea- 
l i a d  en un grupo de 20 r a t o n e s  d e  20 d f a s  de edad durante  10 dhs. 
Los animales  t r a t a d o s  y c o n t r o l e s  aumentaron de peso normalmente sin 
abservarse  var iac ionea  e n t r e  e l l o s .  
~ d m i n i s t r a c i d n  de glucosarnina a r a t o n e s  ..inoculad.os con v i r u s  Tacaribs 
La inoculacidn se realizd con 10 6 100 DL50 para r a t d n  de v i r u s  Taca- 
r i b 8  de acuerdo a la  vfa de infeccidn.  
La adminfstracidin de glucosamina se efc tud  por diversaa  farmas a f i .n 
de cncont rar  la mds d t i l  para combatir l a  infecc idn  experimental .  
E l  t ra tamiento  par  vfa i n t r a p e r i t b n a a l  de 0,5 mp/ml de r j lucosa~ ina  . 
duran te  ouat ro  dfas. no pro teqid  a 10s r a t a n e s  inoculadoa por ic  o i p .  
Los animales  dc ambos qrupoa, t ratadoa o no,rnorieron Con cuadro tfpico 
entra loa  dfaa 10 y 1 5  pos t  inoculaaibn.  
El t ra tanl ianto por vfa. oral. con 3s lnisma dasis de glucosamina no 
I 
arrojd ningbn resultado ya que no sla produjo l a  quarts de 10s animalee 
inoculadoa intranassalmente con IOODLSO para rat& de virus Tacaribe. 
El mismo t ra tamiento  ca rcc id  de v a l o r  t e raped t i co  en ra tones  de 20 
dfas de edad inoculados por vfa Sc can 10  DLfjO para ratdn do virus Ira- 
car ibe ,Yo hubo d i f e r e n c i a s  skqnificativas e n t r s  la  mortalidad de ambos 
grupos dc ratones(60% para 10s con t ro lbs  y 62% para 10s t r a t a d o s ) ,  
Administracidn de ~lucoaarnina a ratas 
En a s t o s  experimentas se uaaron ratas de 10 dfas de edad en las  cu* 
les e l  virus ,Tunfn produce un 100% de mortalidad. 
Crupos do 15 r a t a s  de 10 dEas da edad sc inocularon por vfa i c  con 
10 DL50 para rata de v i r u s  Junfn,cepa X J ,  
EL t r a t amien to  c o n s i s t i d  en la adminietrrcibnt  diarla%.de 1 , O  m d m l  
de glucosamina por vfa i n t r a p e r i t o n e a l  h a s t a  e l  ddcimo dfa obseru$ndo- 
se que 10s animalos do c u a l q u i t r a  Be 10s qrupos , t ra tados  o no, morfan 
simultdneamente dent ro  de los plazos  p r e v i s t o s  eon La sintomatologfa 
propia. 
Es toa . resu1 tados  indicargan que la  glucosamina careca do valor  ts- 
regefit ico in-vivo sin embarq0,teniendo an cuenta 1.a velocidad de meta- 
bol izac idn  de l a  glucosamina en e l  organism0 dabe o c u r r i r  qua e l  nivel 
qecesa r io  da dro* para e l  bloqueo Viral no sa alcance  o que l a  gluco- 
samina no l l e q u e  como tal a1 s i t i o  dondo ocurra  l a  r ep l fcac idn  do1 vi- 
rus .Se r fa  apropiado,para evitar en p a r t e  estas problema8,la copulacidn 
con alquna molCcula que l a  impidiora metabol izarsc r&pidamente.Durante 
l a  ejecucidn  de este t r a b a j o  no se r e a l i z a r o n  tales in tantoa .  
A'dALT.SI_S_CONPARATIVO DE %A ACTTVIDAD ANTJVLRt]SmY'J)$ 
El estudio cornparativo de las  cinco drogas snsayadas indic6 qut 
trcs de e l l a s  inhibieron si~nificativamente la replicacidn del vi- 
rus .TunZn en cultivoa de cdlulas Vero.Estos compuestos fueron el de- 
rivado soluble dtl bis-bencimidazol (~1),1a 2-deoxi-D-qlucosa y la 
glucosamina. 
La amantadina y la rimantadina no produjsron,en la concentracibn 
utilizada(40 ug/ml),niveles significativos de inhibici6n.Sin embar- 
go ambos compuestos prolongaron en dog dfaa el persodo de latencia - 
en la aparicibn de 10s efectos citopdticos que el virus induce en 
las cdlulas como consecuencia de su replicacidn.Coto y col, (8) tra- 
bajando con la cepa patbgena sefialaron el miarno rasultado para la a- 
marltadina , 
La cuantificacibn de estos ensayos demostrd qua 10s rendimientoa 
virales de cultivos infectados con y sin tratamiento curl amntadina 
y rimantadina eran iddnticoa (Fi~ura 1)indicando ademds qua, ambaa ;,:b 
drama carecieron de actfvidad antiviral. 
Rasultadoa sirnilarea se obtuviaron a1 realfear laa curvaa Be ere- 
cigiento v i r n l  en prassncia de 40 u d m l  de laa compuestos.En ellas 
la replicaaibn viral estuvo por debajo de 10s valores d e l  conf ro l  (a- 
Burs Z1)pera epra cti.nrnirlrrcibn quedd eomprandida an el interval0 d* s- 
rror deZ ndtodo. 
T,os Zqdices terapebt icos  ('Tabla 8)conf ir~nztron 1.a poca a c t  i v i d a d  de 
aabas drogaa.Sin embargo con~ iderando  10s resul tsdos  obtenidoa con 1% 
capa patbgcna (8) hzbrfa para cada cepa un comportamiento d i f o r e n t s  
fwsnte a l a  amantadina. 
Estoa re&ltados no coinc id isron con 10s obtenidos por Nelsh y coL. 
( 6 )  qua trabajando con d l s t i n t a s  cepas d c l  virua IICM dcmosjtraron qua 
la aaantadina posofa un marcado efecto antiviral.Prabablomcnte un factc 
muy importante y d c c i s i v o  en estaa diferanciaa de comportamfanto entre 
Arenavirus fue el emplea de concentraclonas d s  alevadaa.Ellos usaron 
una d o s i s  do 100 ug/ml de droga la  cual no lesion6 1-08 cul.tivoa do c&- 
lulas BHK o cdlulas L durantc 10s tieapos de experimentncibn (G),Sin 
embargo para el s i s t e n a  ce lu lar  empleado en esta invest i ipc ibn se enco? 
trb qua concontraciones dc 59 zx,q/rnl o nayores producfnn csnhi.os morfo- 
I6qLcos despuds de 48 horas de incubacidn a 37C (8). 
En relacibn a1 BI se encontrd qus para actuar como aqt iv ira l  dohfa 
astar presante mucho tiempo antes de l a  infeccibn,24 horas de pretra- 
t a a i C ~ t 0 , y  duranta 18 misma para ser efectiveieste hccho tarnbi6n fuc 
observado por S t e l l a  y col. (39) en un cstudio realizado con nl v i r u s  
LCW, 
No se conocc exsctameqte la  qetabol izacidn d e l  cor~puesto  en l aa  c6- 
tulas sin embargo,es evidente qua ae requiem un nivel'determinado pa- 
ra que inhiba l a  r e p ~ i c a c i d n  v i r a l .  
La a c t  i v i d a d  ant iv i ra l  del BI , qlucosavtina y 2-deoxi-D-glugaaa rosuf - 
t b  s e r  dependientc de la c o n c e ~ t r a c i b n  (Fisura T ) .  
E l  grado de i n h i b i c b n  pcoducido por cada uno de e l l o s  fue d i f e r e n t e  
y permitid se lecc ionar  l a  concentracibn dtima de d r o p  capaz de blo- 
quear la  r s p l i c a c i d n  viral significativamenta s i n  que produjera un e- 
fecto nocivo para 10s cu l t i vos  c e l u l a r e s .  
Dichas concentraciones fueron de 75 u,g/ml para e l  BT,16 mM para la 
glucasamina y 10 mM para 1.a 2-dcoxi-D-glucosa. 
La concentracibn de BT fuc super io r  a l a  e s t a b l c c i d s  par S t e l l a  y 
c o l ,  (39) quienes encontraron uqa i nh ib ic idn  sf mi.f i c a t i v a  coh conceh- 
t r a c i o n e s  de 5 a 50  u d m l  de Ht en c d l u l a s  L. 
La r e p l i c a c i b n  del virus LCM * r e s u l t 6  afectada en un 98 y 99,7$ de' 
i nh ib ic idn  respectivgmente en gresencia  da dichas concentracibnea:'  ' 
Los aiemos a u t o r e s  sefialaron qua e l  e f e c t o  a n t i v i r a l  d e l  BT'disninu- 
yd e n t r e  un 25 y 50% cuando 10s c u l t i v o s  c e l u l a r e s  eran Varo y que l a  
a5'tivl,dad v i ruc ida  d e s a p r e c l b  al u t i l i z a r  c u l t i v o s  de c d l u l a s  BHK a6n 
* 
t r i s t s b ~ ~  qon 100 udml ( 39). 
b t o s  &llaagos  apoyaron 10s datoa obtenidos para e l  viru8 Junfn ya 
- 
que e l  sistema c e l u l a r  empleado correspondid a la lfnea continua Vero. 
b 
Los v a l o r e s  tml2ados para 10s darivados de l a  glucosa se enauentran 
e n t r e  10s uaados par o t r o s  inves t igadores  en d i f e r e n t c s  s i s t e m s  ue lu la-  
res y con o t ro$  virus.De acusrdo a 10s da tos  b i b l i o q r d f i c o s  la conch- . 
I '  
tracido:. mlxima no tdxica de qlucosarnina fue  de 50 mM y se uud en ~ 6 1 ~ 2 .  
la8 de embri6n de pol10 i n f a c t a d a s  con Fowl Plague (30).AsE mismo Dudd 
y col  t r a b a j a r o n  con 20 rnM do $lucosamina en cd lu laa  BHK i n fec tadas  
con v i r u s  S indbis  ( 7 6 ) .  
La concentracidn do 2-drroxi -D-qlucosa para un oncorna v i r u s  murino 
fue  do 30 m:a en l a s  cdlulas VKR-K ( c d l u l a a  do riiidn do rata normal 
transformada pa$ el. vi rus  sarcolna lnurino Kirsten-taucemia KIMSV(K~MULV) 
(311,aunque l a  concentracidn mds frecuentemento uaada fue l a  de 10 rniN 
en l a  lfnea Hap-2 ( lfnea continua humanta) con 10s v i r u s  Reapira tor io  
E l  v i r u s  saocj.ado a 1as cEf.ulas an prestncia de las concentracionao 
mencionadas anter iormonte r e s u l t 6  a fac tado  an forma similar en preaan- 
cia de R T  o glucosamina (Tabla 7 ) .  
Los datos  d e l  BT. para el. v i r u s  Z,CM en c d l u l a s  L ( 3 9 )  indicaron  i- 
guzl grado do i n h i b i c i d n  para a 1  randimiento ex t r&cb lu la r  como para el 
a a ~ c f s d ~  @ las  cblulas,co$cnrdandg  on 108 obtenidas  en e a t e  trabajo. 
La 2-dooxi-D-glucosa no a f e c t d  la produccibn de v i r u s  asociado a ?  ! 
la8  c d ~ u l a s  1.0 que se8al.arfa quo el proceso de brotacibn e s  bloqueado 
por l a  presoncia de l a  droga. 
Las curvas d4 a u l t i p l i c a c i b q  de l  virus e x t r a c e l u l a r  en prasencia  de 
Hf,2-deoxi-D-qlucosa y glucosamina (Figuras  111 Y 1V)mostraron que la  
s f n t e a i s  v i r a l  sc encontrd a fec tada  en todos 108 caao~s,aorrenpondien- 
do 1.a mayor i n h i b i c i d n  a l a  glucosamina, 
E l  resultado mds aorpreqdenta ftie ;la ausencia t o t a l  de p a r t f c u l a s  
. . 
Lnfeccfosas en  el medio e x t r a c c i u l a r  da 10s c u l t i v o s  infec tados  y %raw* 
tados  con 16 aM de glucosamina en todos 10s tiempoa ensayadoa, 
La exac t i tud  d e l  mdtodo do t i t u l ac ibn ,un idades  formadoras de p lacas  
ba jo  awr,empleado para avaluar 10s rcndimientoa virales permiti6 ase- 
gura r  la c o r c l u e ~ o r ~  anterior. 
La daterminacldn de 10s Indices  quimioterPpicos in -v i t ro  demostrd 
l a  v a r i a b i l i d a d  entre 10s t r e s  compuestos.De acuerdo a e l l o n  la  gluco- 
aaqina cumplirfa con una de la8 condiciones que debo reunir un buen 
q u i ~ t o t e r b p i c o ,  
NECAYISMO Dk! ACCION DE LA GLUCOSAh'lIYA 
La glucosamina s e  someti6 a un r iguroao andlisis a n a l f t i c o  81 cual 
detnostrd 1.a ausencia de contarninantes,en e s p e c i a l  de 1.0s c a t i o n s s  bi-  
val.entes de la  prf mara s e r i e  de transicirfn:i~frn,Ca,hJi ,Fc,Cu y Zr! (Tablas 
1 Y 2 L  
J,eviso? y col. (16) traba jando con un v i r u s  a n c o ~ b n i c o ( S a r c a ~ a  d e  
POUS) demostraron que e l  N-metil- isatin beta tiosemicarbazona en pre- 
s e w l a  de ioqes b iva lentea  e ra  ~ u c h o  sds e f c c t i v o  que actuando 8610. 
L O ~ Q  y co1.(17) ,doscribieron e l  mismo c f e c t o  para esa colnpuesto y 
10s v i r u s  Z,CM y o t r o s  Arenavirus indictando que e l  i6n cdpr ico  ( c u + ~ )  
era e l  de mayor ac t iv idad .  
Fox y c o l . ( l 5 )  inves t igaron  la accibn do1 i b n  cdprico con 61 %is- 
mo inhib idor  en infecciones r e a l i z a d a s  COQ v i r u s  AHN o AD;$ pertenecien 
tes a 1  os qdneros ~ a u f c u l o -  , tyssa-, Alpha-, Flavi-, P~rarnixo-p Influenza- 
Eqtera- ,Oxthopox- y i3eovirus. .Sn Lodos cllos s e  observd una rrifpida inoc- 
t ivac i t .5~  v i r a l  ,postulando dichos autores que 10s i o w s  cdpricoa i a e -  
tiwaron por coqtac to  d i r e c t 0  la i n f e c t i v i d a d  de di0ha.s partfculas pe- 
ro e l las  r e tuv ie roq  sua prop1 edades antip;&nicas ta les  coqo l a  capaci-  
lad do ha .noa~ lu t i ?a r  o  l a  a c t i v i d a d  da neuroaminidasa 881. v i r u s  ~rl;fluer?- 
Koral t  y col. ( ? 7 )  dsmostraraq qua 10s i o ~ a s  z inc  (~1'~) b l o q n e a r o ~  
l a  replicacibq de d i f e r e n t e s  i3hinovirus.El rnecanisao propuaato f u e  la 
i -h ib ic i .6~  d e  l a  ruptura qorval de 1.0s pal ipept idoa  precursores  v im-  
1as.A t ravda de e s t e  mecanismo 10s ioqes  z i n c  tarnbien iap id ieson l a  
mu1 tip1 icacibq de 10s v i r u s  1Sncefalomiocarditie y Po i o ( 7 8 ) .  
2n nuestro caso la ausenci-8 de c o n t a d . n a l t e s  permitid assgurar que 
e l  e f e c t o  observado se debfa exclusivarnente a l a  accidn de la  gluco- 
savirta . 
L a s  d i s t i q t a s  cepas de v i r u s  . .~unfn:  X e T , X J C 1 3  y Moneer Cazdn ensayadas 
si  ~ u l  tgneaqente (Tabla 4)demoatraron qua la sens ib i t  i dad a l a  glucoss- 
~ i n a  e r a  una propiedad com6n a todas ellass y no una rcaccidn e s p s c f f i -  
ca corl Xa C C D ~  atenuada X*JC13m 
Fl.smi?~. ( 3 3 )  i nves t tmndo  difsreqtea cepas d n  virus Seqliki encoq- 
. 
tra' una d i s t i q t a  s a s c e p t i b i l i d a d  frcvlta n l a  2-deoxi-D-ylucasa do las 
inismad , 
La iqactivaci6n d i r a c t a  na fue  la  cusa de la  inh ib i . c I . 6~  obaervada a? 
10s CUT t ins  i r l f e ~ t ~ d o ~  C O ~  virlls * ~ u ? f n  y trafndos eori 16 m:d d e  ~ I U C O -  
aasi.qa (Tabla 9). 
1,a i~cubacibn can  di ferentas  c o ~ c e n % r a c i o n o s  de I r o m  antes de t~ 
i nfeccibq no i v p i d i 6  la rep2icaci6n v i r a l ,  gate fedrneqo tarnbidn se OD- 
servd corl 10s virlls Fowl Plaque  y Somtiki. Forest (27),Sirl  eabarqo cuaq- 
do el ami~oa-zdcar  se a g r e ~ d  deapuds de t r anscur r idos  varios c i c l o s  do 
r ep l i cac idn  vSra1 se observd uqa d i s m i n u c i b ~  s iq r i f i ca t iva  de l o o  ren- 
dia ier l tos  o x t r a c o l u l a r e ~  (F i susa  V 1. 
Ilos erlsayos de r a v e r s i b i l i d a d  i ~ d i c a r o n  que l a  dro* debfa permane- 
c e r  siempre en e l  rnedio para no d e t e c t a r  partXculas in fecc iosas  y de- 
mostraron que e l  e fec to  de la glueosamina desaparecib por lavado ya que 
a l aa  cua t ro  horas  de levantada l a  r e a t r i c c i d n  s e  encontraron partfcu-  
las v i r a l e s  i ? fecc iosas  asociadas a l a s  c d l u l a s  y dos horas  d s  tarde 
en 10s sobrcnadantes d e  esos c u l t i v o s  (Fiuuraa VII y VIII ) .  
Dada que ee conoce que el c i c l o  v i r a l  d e l  v i r u s  ~ u n z n  e s  de  aproxi- 
madamento da doce horas  se concluyb quo e l  v i r u s  i n i c i d  eu rep l i cac idn  
en presaqcia de gtucosamina per0 quedd detenida en uno do 10s 6ltimos 
a s f a d f o s ( 4 7 ) .  
T a  r c v e r s i b i l i d a d  de la qlucosamirla tambidn fue observada por Hunter 
y c o l .  (34) y por Kaluza y co1. (27)  ,Lo8 primer08 trabajando en  cultivoe 
de m b r i b n  de p o l l o  transformados por la  cepa Praga d e l  subgrupo b del 
v i r u s  Sarcoma be Kous (PH-RSV-B) encontraron que l a  a i n t e s i s  viral sa 
r e e s w b ~ a b i 6  at la8 s e i s  horas de ret irada l a  droga, 
El. qupo da Kaluza sei ialb que lueqo d e l  lavado de 10s c u l t i v o s  trata- 
dos coq glucosami~a se reestablecio La produccidn de hemoaglutininas y 
neusoaninidasa.~dsmds obsarvaro~ l a  formacidn de part fculns  ( 2 1 ) .  
Los precursares virales sin te t ikadoa  an preaencia dc 16 mi4 de gluco- 
sasina mo~tuvisron su fuqcionalidad a h  despuis  de 96 horas ds tratamicn- 
to (Fisura I X  A UB). 
Este hecho g i ~ q i f i c b  no sdlo la estabi l idad de  las esLructuras a i n o  
qua adamdo delroatrd qucs l a  PI u c o s a ~ i n a  no hahfa af ec tado t.a vinbil  idad 
cetutar denostrrada por la produccirjrr da virionas. 
La glvucosanina present6 u~ wircado efecto sobra la s f ~ t c s i a  Be dcido 
rihonucleico ce lu la r  ( F i ~ u r a  & ) . E s t o s  datas co~cordaron con 10s publi- 
cad0.s con Rekesi y c o 1 . ( 2 8 )  y For Schol t i saek (29)  quienes demostraron . 
quo l a  glucosaminn reduce drdsticanente el pool de UTP celular y quo s i  
adamds e l  aedio c o n t i e n e  xlucosa como fuante dc energis i n t e r f i r i r f a  
Coto y co1,(62) eqcontraron que la velocidad de sfntesis det  A 2 Y  e~ 
Tna c d t u l a ~  Vero iqfectadns c o ~  19 cepa X J C l 3  aumenta durante las prime- 
ras dnca horas de! c i c l o  rnaqtr?nid?dosa luogo e n  los qivelcs  ?ormates d? 
incorporactdn. . 
1,os datos presentabs  en la  Fiqurq XI i n d i c a r o n  Ixna .mayor iqcorpara-r ' 
c idn  de uridiqa marcada en loa cut t ivos  iqfectados pero duraqte UQ pesfo- 
cb nds bseve,ocho horas ,  
Los cu.ltivos iqfecta4os y t r a t a d o s  coq 16 mfd de ~ ~ . u ~ o s a m l n a  Incor- 
sobre la sfntcsfs t o t a l  de AKU.  
t La incarparacidn de 3et ionina  marcade deaostrd que 19 s i n t e s i s  pra- 
te ica total a c u r r i d  qormalmento e n  los cultivos infsctadoe tratados o 
r10 con glucosamina (Fiqura XIK) por l o  qua se concI.uyd quc l a  dram no 
afectd dicha sfntesis,sin ambargo la producclbn Ae pro te inas  viralas 
deb16 estar afectadw como coqwecusflcia de la tnhibicibn d e  la s g n t e ~ i s  
Heflultados sirnilares se obt;uvi.erorl eq fibro'blastcrs ds ernbribn de po- 
b 
110 i n f e c t a d o s  co.i virus Fowl Plague (35). 
A pesar de la marcada accidn d c  3a glucosamina sobre l a  s fntes i s  de 
ARN este  e f e c t o  qo sorfa cl 6nico mecanismo rasponsable  d~ la inh ib ic ibn> 
El macanisno de accidn da la glucosamina sobre  la m u l t i p l i c a c i 6 n  d e l  
virus ~unfn,de ~ c u e r d o  a 10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s , s c r i a  i n t e r f c r i r  con 
la  etapa de sfntesis y maduracibq viral ,  
Estas co~cl.uaioncs ~ c ?  bas8ro-t en: el tratarniento durante distintos 
perfodos coq glucosami-na (Tabla l o ) ,  co el efectb sobre l a  s f n t e s i s  dq 
macromoI.bcu~as y en Ins  en88yos de re'vers ibi t idad.  
El. efecto de l a  glucosamina sobre la produccidn d e  v i r u s  in fecc inso  
y partfculas viralea se complement6 con e s t u d i o s  inrnuno~bgicos y de mi- 
c r o s c o p i ~  ej .ectrbnica.  
Los aqtfqenos c i t o p l . a s d t i c o s  sc v i sua l i za ron  por la tbcqica i n d i -  
rec-ta de I F  en cdlulas f f jadas  con acetona. 
L a s  c d l u l a e  infectadas en presancia  do g l u c o s a ~ i n a  mostraron la q i e n ~  
ma Rl.stribuci6n do fluorescencia que 10s c u l t i v o s  irlfectadnq s i n  t r a -  
t r q i c n t o  ,corlf irmando q1-m el. vLrus tJudrl r e p l i e 6  en presencia de la dro- 
qa(Fotosraffa_s 1,2,y3). 
Como cor~sccuerlcia dcf proceca de brotacio'n y Zlbersci6n da la8 par- 
t f c u l a s  vira ' les  se detoctan en l a  superficia da l a s  c&lulaa infectadas 
antfqenoa v i r a l e s .  
Las cd lu las  infec tadas  s i n  P i  jar presentaron intensa fluorescencia 
en s u  ptriferia (Foforraf fa  4)miontras  que I n s  rnismas c6lulas  en pre- 
sencia  d c  qlucosamina carecieron d e l  antfgeno de s u p e r f i o i e  (Tabla l 'b)  
Kalvza y c o l .  (27) damostraron que 10s ndcleos o 10s citoplasmas be 
c&lutaa i n fec tadas  con el v i r u s  Fowl Plaque en prosencia d e  10 m' de 
qlucosamina s i n t e t i z a r o n  10s antfgenos de 1.a r ibonucleoprotefna y de 
l a  hemoaglutinina que s e  da tec  taron For IF. 
Resultados sivilaros a 10s obtenidos en esta inves t igac idn  fuaran 
presentados por Hunter y c o l .  (34),Estos a u t o r e s  dcrnostraron la inhi- 
bicidn de l a  formaci.bq del antfgena de superficie en  presenc ia  de  20m;Yl 
de qlucosamina en f i b r o b l a s t o s  de embribn de pallo transforrnados por 
el v i r u s  Sarcoma dc Rous. 
Lo8 cultivos infectados y tratados con ~lucosamina  no liberaran part 
tfcu'las antt3dnieas n i  Ffks icn~ . I . :~ to  st astablacid betirdiando l a  capacidact , 
antiqdnica de 10s aobrcnada~tas purificados de asos cultivos y por m i -  
croscopfa exec trdnica. 
T,a titulacibn da 10s dnmuno~uaros C y G s e m l d  que en prescncia de 
glucosaminra ,una dosia menor(10 ar+l), no sc l ibsraron partfculas antid- 
nicas virales .  
La morfologfa de 10s virio*les de la fa.nil,ia Arenaviri.dae ha s i d o  
establccida par distintoa autorea (63-66) .  
Las partfculas varian CP taqafio y forma pero en su i n t e r i o r  s& en- 
cuentra un ndmero variable  de srdnulos densos , t o s  cuales paracerfan ri-  
bosorllas aunque son d s  qrandes y d s  -08 que 10s riboaomas celularea. 
E l  estudio do microscopfa electrdnica reveld qua 10s cultivog infec- 
tados s i n  tratarnisnto produjeron partfculas cuyas caraoterfsticas nor- 
foldgicas correspondferon a las descriptas anteriorments. 
dn 10s cizl.i;ivos tratadoer con Isa d r o p  no se observd ningdn t i p o  de 
partfcula n i  asociada a la% membrarlas celulares n i  libre en e l  mcdio 
extracelular. 
Estos resultados e$tablecieron que no hubo formacidn Ab partfculas  
en pfescncia dal  amiqoaz6car. 
Conclusiones sirnilares fueron prese~?tadns por Hunter y col. (34) que 
. 
iqdicaron que en prtsencia dt 20 m1'4 de g ' l~~cosamina no ee produjeron par- 
t fculas  f fsicas,  
Prochmik y col. (31) el? ernbargo,sef%laron quc la  drom inhihi6 l a  
li?fectividad,evl o t r o  sistema ancorgdnico, per0 ?0 l a  l ibcrncidr? de par- 
t f c u l a s  f f s i c a s ,  
Eq experimentos r ea l i zados  con 2-deoxi-D-qlucosa se e n c o ~ t r d  qu* lq 
v i r u l . e ~ c i a  d e l  v i r u s  Herpes Simplex e r a  bloqueada por e l  compuesto pe- 
r o  que igualmente s e  l iberaban p a r t f c u l a s  no in fecc iosas (36) .  
Todoa e s t o s  ha l lazgos  no se contradicen si  so t ienen en cuanta 10s 
t r e s  e fec tos  que 10s andlogos de la  ~ l u c o s a  producen como consecuencia 
d e l  d i ~ t u s b i o  producido en l a  s f n t e s i s  de las  gl icoprotefnasr  
1.- No st forman p a r t f c u l a s  ffsicas n i  in fecc iosas  ( v i r u s  Fowl ?la 
gue(35) ,Semliki Fores t  (27 )  y Sarcoma a v i a r i o s  (34). 
2. - Se forman partfculas f f s i c a s  que contienen g l icoprotefnas  i n -  
c o r r e c t a s  y en consecuancia r e s u l t a n  no in fecc iosas  ( v i r u s  Her- 
pes Sfmplex (36). 
3 . -  Se forman pa r t f cu lae  f f s i c a s  que cont ienen g l icoprotefnas  in-  
c o r r e c t a s  pero que a pesar  de e l l o  eon infecc iosas  ( V S V  (27) .  
De acuerdo a ostos t r e s  ca.ninos el e f e c t o  de la  glucosamina sobra 
el v i r u s  J u n f n  corresponderfa a 1  primer0 de e l l o s .  
E l  v i r u s  Junfq posee s e i s  pol ipdpt idos  e a t r u c t u r a l e s  de 108 cua l . e s  
cua t ro  For 10 qeqos son glicosLlados (79).  
La auserlcia de p a r t f c u l a s  in fecc iosas  en presencia da plucosa-iqa 
i ~ d i c a r f a  que las gl icoprotefnas  del. v i r u s  juemn un papel irnportaqte 
cq l a  capacidad i ~ f e c t a n t e  de 1-0s v i r ioqes .  
T~os r t s u l t a d o s  obleqidos iq-vi-krr, Iqdicarorl que 13. q lucosaa i~a  y 
tnl vee e l  HT scr?an quimiotar?fpicos apropizdos para co-nbat ir  1.a FAA. 
Por eaa r a ~ d ?  sa l o s  ensayd i q - v i v o , e ~  d i s t i q t o s  a n i q a l c s  do laborato-  
r i o .  
E l  prablema mds d i f f c i l  de reso1,ver fue l a  e lecc idq  d e l  modalo a u- 
ti1 i z a r  ya que el  cobayo rcsul  ta extrernadanlerlte s e n s i b l e  a l a  adminjs- 
traci 6.l de cua lqu ie r  fzfrmaco. 
T,a semrlda. d i f i c u l t a d  fue qlae e n  e l  modelo ale.yido,rato'? da 20 d f a s  
fir? edad irloclllado con vi.rus Tacaribe,  e l  a n i ~ a l  v i ~ c r t  por c o ? f l i c t o  
i ~ m u n o l d s i  co y qo debido a urla acc3.dn c i t o p g t i  ca directa de l  virus, 
T,oa t ,rata?ientoa r ea l  i z a d o s  c0.i H I  QO fuerorr s a t i s f a c t o r j . o s  porque 
e l  i n t e r v a l 0  6 t i l  de droqa r e s u l t 6  muy c r f t i c o  y ta l  coao hahfa ocu- 
r r i d o  coq 1.a anlaqtadina en cobayos (8)  uqa sobrodosis  cxaccrbd e l  cur- 
s o  y desenlace d e  la onfermedad, 
'4ds desa lentadoras  fuaron  1.as prraebas r e a l i z a d a s  con elucosaaina 
aunquc e n  as te  CRSO 1.a d r o p  no reslaltd t6xica. 
La nulidad de 1-0s t r a t a a i e n t o s  hacen pensar quc probablemente l a  - 
causa ~e deb16 a 1  ba.jo n i v e l  do glucosamina eo e l  orqanismo , 
I~dcpendientemente  de l a  vfa de i l~oculac ibn  l a  ,crlucosamina sc TIC- 
taboliza rdpidamente en e l  himdo desaparecienda de 1-a c i r c u l a c i . 6 ~  en 
uq tiempo hreve.De esa forma qo se obtendria  l a  conca~traci6~ qecessr ia  
para ivpodi r  la rap ' l icacibn v i r a l .  
Adem& rodr fa  succdcr quc la qli~cosalnina no alcancc 1.0s s i t i o a  de 
rep1icacidrl viral ,qua en la mayorfa de 10s casos file el ccrebro 
For ser 1.3 vfa i~tracerahrnl.  la nrds ser~s lb lc  a l a  i nfeccitin. 
SI estas  f u t r a n  las  ca\isalee cebr?a l a  posihil idad  de erlsayar d i s -  
nliw o q u j ~ ~ d s  admirlistrarla da a l q u n a  nanara para que ptxeda. I l ewr  a 
1 0 s  cjrmrlos dorlde ncurre la rcpl . i cac i6~  d e l  v i r u s .  
Tistas i?vew+.i q%ciones en c o ~ j  uoto  pcrmi tierol cormcar la sccidn 
d e  distintos a~t, lvira.les sobre la nu~tipficacibrl d c l  virus .Tunfrl, 
aqeqtcl! cauaa.1 de l a  FHA. 
t o s  nntivirales BT ,2-deoxi-D-glucosa y glucosamina quedan como 
armas d t i l e s  para el tstudio del virus in-vitro. 
La. 2 - d e o x i - ~ - ~ ' l l ~ c o m  se pilr?Qe u s a r  para ac lnrar  el. nlecani3mo dt 
1.3 marfogdneais viral ya qua i o h i b e  In oolida del vj rus da la c & l u l a  
pero qo l a  3 f q t e e i ~  intracelular. 
T,os hachos mds sobreaaliontes de l a  acci6n de l a  lrlucosanlina sobre 
la rcplicacidn dal virus Junfn en c41ulaa Varo fueront 
.-El tratamiento con la draga bloqued en forma absoluta la forma- 
cidn de partfculaa virales infecoi.osae, 
. -A laa cuatro horaa de levantadw la reatriccidn a t  reasurnid La afn- 
tesis dc virus in t race lu la r  y doa horaa mds tarde se liberaron 
partfculas i ~ f c c  tantea co3pl etas a1 modio extracalular . 
.-T,a i n h i b i c i d n  s e  produjo eq un estadfo antcri .or a la libcracidn 
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